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Lista de Abreviaturas 
[3H]Ry: Rianodina tritiada 
∆p: Fuerza protón motriz 
∆pH: Potencial químico 
∆ᴪ: Potencial de membrana mitocondrial  
2D: 2 dimensiones 
3D: 3 dimensiones 
ABC: Área bajo la curva 
AG: Ácido grasos 
AGEs: Productos finales de glicosilación 
avanzada (advanced glycation end products) 
AIF: Factor inductor de apoptosis 
(apoptosis inducing factor) 
AM: Acetometilester 
ANT: Transportador de nucleótidos de 
adenina 
APAF1: Factor apoptótico activador de 
proteasa (apoptotic protease activating 
factor 1). 
BAK: Proteína anti-apoptótica (Bcl-2 
homologous antagonist/killer) 
Bax: Proteína pro-apoptótica (Bcl-2-
associated X  
Bcl-2: proteína anti-apoptótica (B cell 
leukemia/lymphoma-2) 
Bid: BH3-interacting domain death  
BIM: Bcl-2-interacting mediator of cell 
death 
BIM: Bcl-2-interacting mediator of cell 
death 
BSA: Albúmina bovina (bovine serum 
albumin) 
CaM: Calmodulina 
CaMKII: Quinasa dependiente de Ca2+ y 
calmodulina II (Ca2+/Calmodulin kinase II). 
CARD: Dominio reclutador de caspase 
(caspasa recruitment domain) 
CICR: Liberación de Ca2+ inducida por 
Ca2+ (Ca2+ induce-Ca2+ release)  
CMD: Cardiomiopatía diabética  
CoA: Cofactor A 
CPT-1: Carnitina palmitoil transferasa 1 
CPT-2: carnitina palmitoil transferasa 2 
CR: Control respiratorio 
CRC: Capacidad de retención de Ca2+ 
CsA: Ciclosporina A 
CSQ2: Calsecuestrina (calsequestrin) 
CypD: Ciclofilina D 
Cys: Residuo cisteína 
D.O: Densidad óptica 
DAPI: Marcador de núcleos (4′,6-
Diamidine-2′-phenylindole dihydrochloride) 
DC: Dieta control 
DDVI: Diámetro diastólico del ventrículo 
izquierdo 
DM: Diabetes mellitus 
DMT1: Diabetes mellitus tipo 1 
DMT2: Diabetes mellitus tipo 2 
DRF + T: Dieta rica en fructosa + Tempol 
DRF: Dieta rica en fructosa 
Drp1: Proteína relacionada con la fisión 
(dynamin-like protein 1) 
e-: electrones 
ECB: Acoplamiento excitación-contracción 
bioenergética (excitation-contraction 
bioenergetics coupling) 




EndoG: Endonucleasa G 
ETC: Cadena transportadora de electrones 
(electron transport chain)  
FA%: Fracción de acortamiento 
endocárdico porcentual 
FA: fibrilación auricular 
FADD: Dominio asociado a Fas (Fas-
associated via death domain) 
FasL: Ligando Fas 
FasL: Receptor ligando Fas 
FDHM: Representa la duración a la mitad 
de la amplitud máxima (full duration at half-
maximum amplitude) 
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FMN: Flavin mononucleotide 
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  14 | 217 
 
FR: Fracción de liberación de Ca2+ del 
retículo sarcoplasmático (fractional release) 
FWHM: Representa el ancho a la mitad de 
la amplitud máxima (full width at half-
maximum amplitude) 
GA: Glucosa alta 
GAA: Glucemia en ayunas alterada 
GDS: Grosor diastólico del septum 
GFP: Proteína fluorescente verde (green 
fluorescent protein) 
GN: Glucosa normal 
GPPD: grosor de la pared posterior en 
diástole  
GPX: Glutatión peroxidasa 
Grp75: Proteína relacionada con el estrés 
celular (glucose-regulated protein 75) 
GSH: Glutatión oxidado 
GSSH: Glutatión reducido 
H2O2: Peróxido de hidrógeno 
HAX-1: Proteína X-1 asociada a HS-1, 
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humano (human-embryonic kidney) 
HFD: Dieta rica en grasas (high-fat diet) 
HKII: Hexoquinasa II 
HNO: Radical nitroxilo 
HRP: Peroxidasa de rábano picante 
(horseradish peroxidase) 
Hsp20: Proteína de shock térmico 20, 
I-1: Inhibidor-1 
IAP: Inhibidor de la apoptosis (inhibitor of 
apoptosis) 
IMF: Mitocondrias intermiofibrilares 
IMM: Membrana mitocondrial interna 
(inner mitochondria membrane) 
IMVI: Índice de masa ventricular izquierda 
Inf2: Proteína en las MAMs (inverted 
formin 2) 
JC-1: Marcador del ∆ᴪ mitocondrial 
jRS: junctional RS 
KD: Constante de disociación  
KN-92: Análogo inactivo de KN93 
KN-93: Inhibidor de la enzima CaMKII 
LDS: Dodecilsulfato de litio 
LTCC: Canal de Ca2+ tipo lento (L-type 
Ca2+ channel) 
MAMs: Membranas asociadas a las 
mitocondrias (mitochondria associated 
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MCU: Transportador de Ca2+ mitocondrial 
(mitochondrial Ca2+ uniporter) 
MCUb: Regulador de la apertura del 
complejo MCU 
MDA: Malondialdehído 
MET: Microscopia electrónica de 
transmisión 
MetS: Síndrome metabólico (metabolic 
syndrome) 
Mfn1: Mitofusina 1 
Mfn2: Mitofusina 2 
mHCX: Intercambiador H+/Ca2+ 
MICU1: Mitochondrial Calcium Uptake 1 
MICU2: Mitochondrial Calcium Uptake 1 
MnSOD: Manganeso superóxido 
dismutasa 
mPTP: Poro de permeabilidad de transición 
mitocondrial (mitochondrial permeability 
transition pore) 
mtCK: Creatina quinasa mitocondrial 
(mitochondrial creatine kinase) 
MVI: Masa ventricular izquierda 
Na+/K+ ATPasa: Bomba intercambiadora Na+/K+ 
NCLX: Intercambiador Na+/Ca2+/Li+ 
NCX: Intercambiador Na+/Ca2+ 
NF-κβ: Factor nuclear κβ (nuclear factor 
kappa beta) 
NO: Monóxido de nitrógeno 
NOX: NADPH oxidasa 
O2-: Anión superóxido 
OMM: Membrana mitocondrial externa 
(outer mitochondria membrane) 
ONOO-: Peroxinitrito 
Opa1: Proteína relacionada con la fusión 
mitocondrial (optic-protein atrophic 1) 
Ox-CaMKII: CaMKII activada por 
oxidación 
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OXPHOS: Fosforilación oxidativa 
(oxidative phosphorylation) 
P0: Probabilidad de apertura 
PBS: Buffer fosfato (phosphate-buffered 
saline) 
PDE4D: Fosfodiesterasa 4 
PDH: Piruvato deshidrogenasa 
PGC1α: Coactivador 1 α de PPARγ 
Pi: Fosforo inorgánico (inorganic 
phosphate) 
PiC: Portador de fosfato inorgánico 
PKA: Proteína quinasa A (protein kinase A) 
PKC: Proteína quinasa C (protein kinase C) 
PKG: Proteína quinasa A (protein kinase G) 
PP-1: proteína fosfatasa 1 (protein 
phosphatase 1) 
PP-2A: Proteína fosfatasa 2A (protein 
phosphatase 2A)  
PPARγ: Peroxisome proliferator-
activated receptor gamma 
PRX: Peroxiredoxina 
PUMA: p53-upregulated modulator of 
apoptosis 
PVDF: Difluoruro polivinilideno 
Q.-: Semiubiquinona 
Q: Ubiquinona 
RE: Retículo endoplasmático 
RNS: Especies reactivas de nitrógeno 
(reactive nitrogen species) 
ROS: Especies reactivas del oxígeno 
(reactive oxygen species)  
RS: Retículo sarcoplasmático  
RS: Retículo sarcoplasmático. 
RyR2: Receptor de rianodina 2 
SCaRE: Liberaciones espontáneas de Ca2+ 
(spontaneous Ca2+ release events) 
SDS: Dodecilsulfato de sodio 
SERCA2a: Bomba ATPasa de Ca2+ del 
retículo sarcoplasmático 
(sarco/endoplasmic reticulum Ca2+ 
ATPase 2a) 
SFB: Suero fetal bovino 
SMAC/DIABLO: Second mitochondria-
derived activator of caspase/direct IAP-
binding protein with low PI,  
SOD: Superóxido dismutasa 
SSM: Mitocondrias sub-sarcolemales 
STZ: Estreptozotocina (streptozotocin) 
t ½: Tiempo medio 
TAB: Tejido adiposo blanco 
TAP: Tejido adiposo pardo 
TBA: Ácido tiobarbitúrico (thiobarbituric 
acid) 
TBARS: Especies reactivas del ácido 
tiobarbitúrico (TBA reactive species) 
TdT: Enzima terminal desoxinucleotidil 
transferasa (TdT) 
TG: Triglicéridos 
TGA: Tolerancia a la glucosa alterada 
TIpG: Tolerancia intraperitoneal a la 
glucosa 
Tm: Tropomiosina 
TnC: Troponina C 
TNF R1: Receptor de TNF 
TNF α: Factor de necrosis tumoral alfa 
(tumoral necrosis factor α) 
TnI: Troponina I 
TnT: Troponina T 
TRADD: Dominio asociado a TNF R1 
(TNF R1-associated via death domain, 
TRX: Tioredoxina 
TSPO: Receptor periférico de 
benzodiazepinas 
TUNEL: Técnica para medir el DNA 
fragmentado (TdT-mediated dUTP-X nick 
end labeling) 
VDAC: Poro ubicado en la membrana 
externa mitocondrial (voltage-dependent 
anion channel) 
VLDL: Lipoproteínas de muy baja densidad 
(very-low-density lipoprotein) 
WT: cepa salvaje (wild type) 
κSERCA: Actividad estimada de SERCA2a 
λ: Longitud de onda 
τ: tau 
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Capítulo 1. Introducción  
 
1.1.  Diabetes mellitus y prediabetes 
La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad definida por falla en la regulación de la 
glucemia, tanto por alteraciones en la producción como en la utilización de la insulina (Alberti 
& Zimmet, 1998; World Health Organization, 2020). Esta enfermedad frecuentemente se 
asocia con trastornos oculares, renales, del sistema nervioso, del sistema inmune y del sistema 
cardiovascular, siendo esta última una importante causa de infarto agudo de miocardio e 
insuficiencia cardiaca, accidente cerebrovascular, ceguera, insuficiencia renal, y amputación 
de miembros inferiores (World Health Organization, 2020).  
La DM puede clasificarse en 3 tipos: 1- DM tipo 1 (DMT1), de aparición temprana en la 
infancia, por defecto de las células β pancreáticas para producir y secretar insulina; 2- DM tipo 
2 (DMT2), definida como la hiperglucemia dada por la utilización ineficaz de la insulina, se 
presenta mayormente en adultos por diversos factores metabólicos, genéticos y 
farmacológicos, en donde los pacientes desarrollan insulino-resistencia; 3-diabetes gestacional, 
que se produce y diagnostica por primera vez en el embarazo (World Health Organization, 
2020).  
En la DMT2, los trastornos cardiovasculares mencionados son de vital importancia, ya que son 
una de las principales causas de muerte de estos pacientes (Magaña, 2014). El daño cardiaco, 
ya sea en la función como en la estructura, asociado a la DM independiente de otras co-
morbilidades (cómo obesidad, hipertensión arterial, etc) se denomina cardiomiopatía diabética 
(CMD) (Rubler et al., 1972). Inicialmente, la CMD se presenta como una disfunción diastólica, 
inhabilitando la relajación correcta del corazón, y durante el progreso de la enfermedad se 
termina generando una disfunción sistólica. En esta instancia, el corazón presenta dificultad 
para suplir la demanda del organismo, desencadenándose la insuficiencia cardiaca (Vasiliadis 
et al., 2014). 
Durante el desarrollo insidioso de la DM existe una condición previa, conocida mayormente 
como prediabetes, definida por valores intermedios entre los que obtiene un paciente en 
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condición normal y un paciente diabético (American Diabetes Association, 2020; Bansal, 
2015). Según los métodos de diagnóstico utilizados para el diagnóstico de DM esto implicaría 
personas con los siguientes valores: Glucemia en Ayunas ≥ 6.1 mmol/L (110 mg/dL) y < 7 
mmol/L (126 mg/dL), que otorgan la clasificación de glucemia en ayunas alterada (GAA), y 
valores de glucemia ≥ 7.8 mmol/L (140 mg/dL) y < 11.1 mmol/L (200 mg/dL) medida pasadas 
2 horas de la ingesta de 75 g de glucosa vía oral (1 g/Kg), que otorgan una tolerancia a la 
glucosa alterada (TGA) (American Diabetes Association, 2020; Bansal, 2015). La prevalencia 
a nivel mundial de pacientes adultos con prediabetes no se encuentra establecida por complejo 
debido a la falta de diagnóstico, sintomatología precisa, y a los diferentes valores de corte 
utilizados en cada país. Muchos pacientes desconocen su condición, pero lo que es más 
importante, desconocen que presentan un factor de riesgo de poseer DM en el futuro (Gerstein 
et al., 2007) que puede llevarlos a complicaciones severas.  
En 2003 la American Diabetes Association propuso disminuir el valor de glucemia en ayunas 
para el diagnóstico de GAA, estableciendo 100 mg/dL como punto de corte. Esto generó que 
muchos países revisaran los valores de corte, y la base de esta propuesta para aceptar o denegar 
el cambio propuesto (Genuth et al., 2003). En la Argentina, se reunieron especialistas en el 
tema que concluyeron que el valor de corte de 100 mg/dL para la glucemia en ayunas sólo 
debería tenerse en cuenta si el paciente posee otro factor de riesgo para el desarrollo de DM 
como; antecedentes de diabetes en familiares de primer grado, edad mayor a 45 años, obesidad 
central, hipertensión arterial, diabetes gestacional previa, síndrome de ovario poliquístico y 
triglicéridos elevados. En los pacientes sin factores de riesgo para DM debía mantenerse el 
valor de 110 mg/dL. Además, propusieron que en pacientes con GAA debían prescribirse 
cambios en el estilo de vida, y que el término prediabetes no debe ser utilizado en pacientes 
con GAA, ya que no todos los pacientes desarrollan DM en el futuro (Gagliardino et al., 2007). 
Sin embargo, los pacientes que poseen TGA si tienen riesgo de padecer enfermedad 
cardiovascular y desarrollar DM, siendo el tratamiento de cambio de estilo de vida o 
farmacológico las opciones para retrasar o prevenir el progreso a DM, por lo que si puede ser 
asociado a un estado de prediabetes (Pan et al., 1997; Tuomilehto et al., 2001).  
Aún no se conocen con exactitud los mecanismos moleculares desarrollados en estadios 
tempranos de la DMT2 que puedan promover el deterioro del corazón. El desconocimiento de 
los pacientes que poseen prediabetes o GAA imposibilita tener datos reales de la prevalencia 
de estos estadios. Por otro lado, agravando esta situación, no hay una conducta médica 
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específica desarrollada para el diagnóstico de prediabetes, sino que el diagnostico se realiza de 
manera azarosa a través de la medida de glucemia para el control de la DM.  
Finalmente, la prediabetes o GAA puede acompañarse de obesidad, dislipemia y/o hipertensión 
en lo que se conoce en conjunto como síndrome metabólico (MetS) (American Heart 
Association, 2016; Dommermuth & Ewing, 2018), complejizando el diagnóstico y tratamiento 
del paciente, y aumentan el riesgo a la progresión de DMT2 y CMD.  
 
1.2.  Fisiopatología diabética 
La DMT2 es una enfermedad multiorgánica, ya que la glucosa es el metabolito más utilizado 
por el cuerpo humano. Durante el curso de esta enfermedad, dependiendo del progreso de la 
misma, pueden encontrarse glucemias muy altas junto con concentraciones de insulina 
elevadas o concentraciones de insulina muy bajas, generalmente cuando la enfermedad ha 
avanzado por varios años sin tratamiento.  
La insulina es una hormona peptídica secretada por las células β del páncreas frente al aumento 
de glucosa (su principal estímulo) en períodos postprandiales. La función hipoglucemiante de 
la insulina está dada debido a su acción en numerosos órganos. La glucosa es el principal 
estímulo para la síntesis y secreción de la insulina, pero no es el único; el aumento de glucagón, 
estímulos β-adrenérgicos, secretinas, entre otros también puede estimular a las células β 
pancráticas (Cingolani, 2006).  
El mecanismo de secreción de insulina en las células β pancráticas es conocido y se describe 
en la Ilustración 1.1. Como muestra el esquema, el primer paso comienza con el aumento de 
glucosa, su captación y posterior glucólisis en la célula β, generando un aumento de ATP. El 
ATP producido provoca el cierre de canales de K+ dependientes de ATP en la membrana 
plasmática de la célula, lo que produce un cambio en el potencial de membrana. El aumento de 
las cargas positivas y la despolarización de la membrana abren canales de Ca2+ voltaje-
operados, promoviendo el ingreso de Ca2+ a la célula. Esto induce la salida de Ca2+ por el 
retículo endoplasmático (RE) que generará la movilización de las vesículas que contienen 
insulina, para su fusión en la membrana plasmática y consecuentemente, su secreción (Boron 
& Boulpaep, 2017; Cingolani, 2006). 
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Ilustración 1.1. Esquema de la secreción de la insulina en la célula β pancreática.  
En el esquema se muestran los pasos que ocurren para producir la liberación de insulina por 
las células β del páncreas: 1, la glucosa ingresa a la célula β pancreática a través de los 
transportadores de GLUT-2 de la membrana, y se metaboliza a piruvato, a través de la 
glucólisis, generando ATP. 2, el ATP inhibe los canales de K+ dependientes de ATP. 3, al no 
salir K+ se acumulan cargas positivas dentro de la célula y se despolariza de la membrana 
celular. 4, La despolarización de la membrana activa canales de Ca2+ operados por voltaje, 
generando el ingreso de Ca2+ a la célula. 5, El Ca2+ activa la salida de Ca2+ desde el retículo 
endoplasmático. 6, Este Ca2+ activa la fusión y liberación de las vesículas de insulina. 
 
Una vez en sangre, la insulina ejerce su acción en distintos órganos, teniendo como objetivo 
final el de reducir la glucemia y nutrir a las células con transportadores insulino-dependientes. 
Esto lo hace a través de facilitar y estimular la captación, almacenamiento y utilización de la 
glucosa sanguínea (Boron & Boulpaep, 2017; Cingolani, 2006).  
Para la captación de glucosa en los tejidos, los transportadores más frecuentemente 
mencionados son los transportadores de difusión facilitada para hexosas (GLUT). Los GLUT 
pueden clasificarse según la afinidad por la insulina, y cada órgano según su función, expresa 
algún o algunos tipos particulares. Como se mostró en el esquema, en el páncreas las células β 
poseen GLUT-2, en el caso del corazón, mayormente se encuentran GLUT-1 y GLUT-4. El 
GLUT-2 presenta una alta capacidad para transportar glucosa con baja afinidad, lo que le 
permite funcionar como un sensor de la glucemia en las células β. GLUT-4 es un transportador 
de alta afinidad para la glucosa que se expresa fundamentalmente en tejido muscular estriado 
y tejido adiposo, y se conoce por ser insulino-dependiente; la insulina es capaz de inducir su 
translocación a la membrana (Bermúdez et al., n.d.).  
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Una vez que la glucosa es captada por los distintos órganos, la insulina promueve la utilización, 
estimulando la glucólisis, y el almacenamiento a través de la generación de compuestos como 
glucógeno en el hígado y músculo, y de triglicéridos en el hígado y tejido adiposo, que serán 
almacenados como fuentes de energía. Además, la insulina estimula la síntesis de proteínas en 
general, siendo considerada una hormona anabólica, y en particular de aquellas involucradas 
en el anabolismo de hidratos de carbono y lípidos (Boron & Boulpaep, 2017). Esto ocurre a 
través de las vías de señalización de fosfatidilinositol 3 quinasa (PIP3K) y la vía de quinasas 
activadas por mitógenos (MAPK) (Reyes & Plancarte, 2008).  
De esta forma, en presencia de insulino-resistencia, como ocurre en la DMT2, los tejidos 
insulino-dependientes no captan, ni utilizan o almacenan correctamente la glucosa. Deja de 
haber la misma cantidad de GLUT expresados en la membrana de las distintas células, lo que 
disminuye la captación de glucosa, y concomitantemente, no se estimulan las vías que generan 
el metabolismo y almacenamiento de esta. La ausencia de los procesos mencionados produce 
hiperglucemia, superando los valores adecuados, y generando daños en distintos órganos. La 
hiperglucemia afecta a los capilares sanguíneos, dañando el endotelio y el músculo liso, 
generando problemas microvasculares que son la base de la nefropatía, retinopatía y 
neuropatía, algunas de las complicaciones observadas de la DMT2. Además, también se ven 
dañados los grandes vasos, lo que genera complicaciones macrovasculares, caracterizadas por 
un grupo de trastornos que incluyen la aterosclerosis y la isquemia cardiaca. Cabe recordar que 
la hiperglucemia ha sido identificada como un factor de riesgo para padecer insuficiencia 
cardiaca independientemente de los efectos observados a nivel vascular, generando la CMD.  
En los tejidos que captan glucosa independientemente de la insulina, la glucosa es captada y 
acumulada. El aumento de la glucosa intracelular también genera daño, ya que pueden activarse 
diferentes vías metabólicas que forman productos nocivos para la célula. Las principales vías 
metabólicas que generan daño a partir de la glucosa son; el aumento de AGEs (del inglés 
advanced glycation end products) que pueden aumentar glicaciones y glicosilaciones, aumento 
de la vía del sorbitol, que genera aumento de fructosa y disminución de NADPH, lo que a su 
vez genera estrés oxidativo por disminución en la eliminación de las especies reactivas del 
oxígeno (ROS, del inglés reactive oxygen species), y aumento de la estimulación de factores 
como NF-κβ (del inglés nuclear factor kappa beta) que regulan la expresión génica (Díaz-
Flores et al., 2004). 
Por otro lado, pero no menos importante, debido a que muchos órganos no pueden captar 
glucosa, el cuerpo comienza a sufrir una situación similar a lo que ocurre en momentos de 
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ayuno prolongado, donde comienza a liberarse ácidos grasos (AG) almacenados en el tejido 
adiposo para suplir la demanda energética. Esto genera un aumento de AG libres, que también 
producen daño en diferentes órganos, ya sea por acumulación y peroxidación lipídica, y por 
aumento de estrés oxidativo, como por cambio a la utilización de AG como metabolito 
principal, lo que implica distinta eficiencia en la producción de energía (Battiprolu et al., 2010).  
 
1.3.  Metabolismo Cardiaco y Diabetes Mellitus 
Los metabolitos principales para el corazón en condiciones fisiológicas son los AG libres (60-
70 %), y la glucosa en menor medida, siendo esta más seleccionada en condiciones patológicas. 
Los AG libres provienen de la liberación por el tejido adiposo a la circulación, transportados 
por albúmina, o pueden provenir desde el intestino como quilomicrones o lipoproteínas de muy 
baja densidad (VLDL, del inglés very-low-density lipoprotein) (Stanley et al., 2005). El ingreso 
de los AG a los cardiomiocitos se produce principalmente por difusión y son metabolizados a 
través de la β-oxidación para la producción de ATP, necesaria para cada latido. Una vez dentro 
de la célula, los AG se activan a través de la incorporación de cofactor A (CoA) catalizado por 
la Acil-CoA sintetasa. Los Acil-CoA producidos pueden utilizarse para la síntesis de 
triglicéridos (TG), la formación de complejos lipoproteicos junto la apoproteína B y la proteína 
de transferencia de AG microsomal; o pueden ingresar en la vía catabólica que finaliza en la 
producción de ATP en la mitocondria. La vía catabólica y acumulación de AG pueden a su vez 
inhibir la glucólisis (Fillmore et al., 2014; Stanley et al., 2005). Uno de los motivos de la 
elección de los AG como metabolito principal es la eficiencia de producción de energía: según 
cálculos teóricos una molécula de palmitato (un AG considerado estándar que posee 16 
carbonos) consume 46 moléculas de O2 para producir 105 moléculas de ATP, mientras que la 
glucosa consume 12 moléculas de O2 para producir 31 moléculas de ATP (Jaswal & Ussher, 
2009). Estos datos presentan al menos dos hechos importantes, el primero es que efectivamente 
la utilización de AG libre (como el palmitato) es más eficiente, ya que del catabolismo de una 
sola molécula se produce mayor cantidad de ATP. El segundo hecho, es que este metabolito es 
el más eficiente sólo en condiciones fisiológicas de O2, ya que se necesitan consumir muchas 
más moléculas de O2 para el catabolismo de palmitato que de glucosa. Dicho de otra manera, 
para producir la misma cantidad de ATP, el corazón necesita catabolizar más moléculas de 
glucosa, pero para ello utiliza menos O2, en comparación con palmitato. En situaciones 
patológicas, como puede ser la isquemia/reperfusión, el corazón cambia hacia el metabolismo 
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glucolítico, debido a que al haber bajas concentraciones de O2 disponible, la glucosa comienza 
a ser más eficiente que los AG para la producción de ATP. Sin embargo, en el caso de la DMT2 
la situación se complejiza ya que al haber insulino-resistencia, el cambio a la utilización de 
glucosa se ve desfavorecido, y el corazón aumenta el porcentaje de captación y utilización de 
AG, que a su vez están más disponibles en el órgano, facilitando su oxidación (Carley & 
Severson, 2005).  
Por otro lado, como se mencionó previamente, la catálisis de los ácidos grasos se produce a 
través de la β-oxidación, en donde los AG son oxidados sucesivamente hasta producir Acetil-
CoA. Para comenzar la β-oxidación, como se observa en la Ilustración 1.2, los Acil-CoA son 
convertidos a Acil-Carnitina por la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT-1), localizada en la 
membrana externa mitocondrial. La actividad de la CPT-1 puede ser inhibida con el aumento 
de la concentración citosólica de malonaldheído, la cual se regula a su vez por la acción de dos 
enzimas: la Acetil-CoA carboxilasa que cataliza su formación, y la malonil-CoA decarboxilasa 
que lo degrada. La Acil-Carnitina es transportada por un transportador específico de Acil-
Carnitina (CAT). Una vez dentro de la mitocondria, la Acil carnitina es reconvertida a Acil-
CoA por la acción de la carnitina palmitoil transferasa 2 (CPT-2), en la membrana 
mitocondrial, para ser degrada luego vía β-oxidación. El Acetil-CoA generado de este modo, 
incrementa el poder reductor y la producción de ATP por medio del el ciclo de Krebs o de 
ácidos tricarboxilicos (TCA, del inglés tricarboxylic acid) y la fosforilación oxidativa 
(OXPHOS, del inglés oxidative phosphorylation) (Fillmore et al., 2014). 
Debido a que la utilización de AG inhibe a enzimas como la piruvato deshidrogenasa (PDH), 
también se inhibe la utilización de glucosa. Esto promueve la acumulación de glucosa 
generando más disturbios a nivel cardiaco.  
Esta falla metabólica debida a la DM afecta directamente al corazón, uno de los órganos 
involucrados en una de las mayores causas de muerte en los pacientes diabéticos, como es la 
insuficiencia cardiaca. 
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Ilustración 1.2. Esquema de la utilización de ácidos grasos libres y glucosa en el corazón.  
Como se observa en el esquema, el corazón se abastece principalmente a través de ácidos 
grasos (AG), y en menor medida de la glucosa. Los AG son captados por los cardiomiocitos y 
pueden ser almacenados como triglicéridos (TG) o utilizados a través de la β-oxidación, 
mientras la glucosa puede almacenarse como glucógeno o utilizarse mediante la glucólisis. En 
un primer paso los AG forman Acil CoA grasos para ser convertidos en Acil Carnitina (por la 
enzima carnitina palmitoiltransferasa 1 (CPT-1)) y transportados hacia la mitocondria 
mediante el transportador de Acil-Carnitina (CAT). Una vez dentro de la mitocondria, los Acil 
CoA son convertidos a Acetil CoA grasos, por la acción de la enzima CPT-2, para ingresar en 
el ciclo de TCA. La glucólisis convierte la glucosa en piruvato, que ingresa a la mitocondria 
a través de MPC (del inglés mitochondrial pyruvate carrier), para ser convertido a Acetil CoA 
para ingresar al ciclo de TCA. El ciclo TCA utiliza el Acetil CoA para producir NADH y 
FADH2 que será utilizado por la cadena transportadora de electrones (ETC, del inglés 
electron transport chain) para producir el ATP necesario para- la contracción.  
 
A pesar del hecho de que la glucosa no es el metabolito principal en el corazón, las alteraciones 
del metabolismo glucolítico son de vital importancia en el desarrollo de la patogénesis de la 
CMD. En ratones transgénicos db/db (Hummel et al., 1966), que presentan una mutación en el 
gen que codifica para la leptina, la cual regula el peso corporal y el apetito entre otras funciones; 
se observó que prevenir la alteración del metabolismo de sustratos a través de la sobreexpresión 
perinatal del transportador de glucosa, GLUT-4, evita el desarrollo de disfunción cardiaca, lo 
cual sugiere la importancia de la modulación del metabolismo de la glucosa en el desarrollo de 
CMD (Semeniuk et al., 2002). 
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El incremento de la expresión de tioesterasas, enzimas capaces de catalizar la hidrólisis de los 
ésteres de AG-CoA, se han propuesto como un mecanismo desarrollado durante la CMD que 
podrían contribuir con la patogénesis de la enfermedad, fomentando la oxidación de AG 
(Durgan et al., 2006). 
Por otro lado, el incremento de la incorporación AG en el corazón diabético supera la oxidación 
de estos, promoviendo la acumulación lipídica en los cardiomiocitos. Esto genera otra 
complicación en la CMD, ya que el almacenamiento excesivo de lípidos promueve su 
peroxidación y aumento de ROS que conllevan a la insuficiencia cardiaca (Kankaanpää et al., 
2006).  
En estadios tempranos, previos a la DM manifiesta como ocurre en el corazón prediabético, no 
se conocen aún con exactitud cuáles son los mecanismos moleculares iniciales desarrollados 
para que finalmente se produzca la CMD. 
1.4.  Apoptosis cardiaca 
La muerte celular es un proceso desencadenado en los distintos órganos, tanto en condiciones 
fisiológicas como patológicas. Puede ocurrir debido a efectos nocivos externos, en donde se 
genera daño tisular, o puede ser programada. La muerte celular programada, conocida 
históricamente como apoptosis, inicialmente se describió como una serie de eventos que se 
sucedían durante el desarrollo embrionario normal o para eliminar las células con mal 
funcionamiento o (Bibel & Barde, 2000). Estudios posteriores han demostrado que los distintos 
tipos de muerte celular descriptos, como la necrosis, apoptosis, autofagia, necroptosis, entre 
otras, comparten ciertas partes de sus vías de señalización, ya sea sus iniciadores, moduladores 
o efectos finales (Nikoletopoulou et al., 2013). La apoptosis puede activarse por una vía 
intrínseca o una vía extrínseca, que activan un sistema de proteasas llamadas caspasas, que 
declinan en la fragmentación del DNA y formación de cuerpos apoptóticos (Green, 2005). La 
necrosis es un tipo de muerte en donde el núcleo parece resistir a la degradación, pero la 
liberación de componentes del citoplasma al medio extracelular desencadena inflamación (Iyer 
et al., 2009). La autofagia, involucra la formación del autofagosoma, que luego se une con un 
lisosoma, en donde el contenido celular es degradado por hidrolasas, y es particularmente 
importante para mantener la homeostasis en células diferenciadas post-mitoticas como los 
cardiomiocitos y las neuronas (C. He & Klionsky, 2009). Tanto la apoptosis como la necrosis 
contribuyen con la pérdida de cardiomiocitos, y, por ende, con la pérdida de masa contráctil 
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del corazón, llevando a una función cardiaca defectuosa. La muerte por apoptosis será detallada 
en el Capítulo 3. 
En el corazón, la muerte celular por apoptosis ha sido evidenciada como un evento patológico 
ocurrido durante el infarto agudo de miocardio, la falla cardiaca, y la CMD, entre otras 
patologías cardiovasculares (de Moissac et al., 2000; Frustaci Andrea et al., 2000; Prech et al., 
2010). Sin embargo, no se conocen aún los mecanismos desarrollados que puedan 
desencadenar la muerte celular en estadios tempranos de la diabetes. 
 
1.5.  Acoplamiento excitación-contracción y cardiomiopatía diabética 
El acoplamiento excitación-contracción (ECC) se describe como el proceso que relaciona la 
actividad eléctrica de un potencial de acción que llega al cardiomiocito y los eventos sucesivos 
que culminan en la contracción cardiaca. Para que se produzca el movimiento de los 
miofilamentos, se utiliza una gran cantidad de ATP, que es producido por las mitocondrias, lo 
que se conoce como acoplamiento de excitación-contracción y bioenergética (ECB, del inglés 
excitation-contraction-bioenergetics). Como muestra la Ilustración 1.3, cuando un PA se 
propaga por la membrana del cardiomiocito, produce la apertura de canales de Na+ 
dependientes de voltaje, que cambian el potencial de membrana, despolarizándola, y generan 
la apertura de canales de Ca2+ tipo L (LTCC, del inglés L-type Ca2+ channel) ubicados en el 
túbulo T. Al abrirse estos últimos ingresa Ca2+ al citosol del cardiomiocito y activa a los 
receptores de rianodina tipo 2 (RyR2) del retículo sarcoplasmático (RS), que se ubican en 
cercanía al túbulo T, generando una salida masiva de Ca2+ desde el RS hacia el citosol. Este 
proceso es denominado liberación de Ca2+ inducida por Ca2+ (CICR, por sus siglas en inglés 
Ca2+-induce Ca2+-release) (Bers, 2001, 2002). El Ca2+ difunde hacia los miofilamentos para 
producir la contracción. Cuando el cardiomiocito se encuentra en reposo, previo a la 
contracción, la troponina I (TnI) se encuentra unida a la actina, anclando al complejo troponina 
T (TnT)-tropomiosina (Tm) que impide la unión de la cabeza de la miosina y desplazamiento 
de los miofilamentos. Al liberarse Ca2+ mediante la CICR, éste se une a la troponina C (TnC) 
ubicada junto a la TnI, lo que genera un movimiento del complejo TnT-Tm, dejando libre al 
sitio de la actina necesario para interactuar con la cabeza de la miosina y producir el 
deslizamiento de los miofilamentos. La cabeza de la miosina previamente debe haber 
hidrolizado ATP, produciendo ADP y fosforo inorgánico (Pi), los cuales se liberan cuando la 
cadena de miosina se desplaza moviendo los miofilamentos y retornando a su posición basal. 
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El ATP producido por la mitocondria es un mediador necesario tanto para la contracción como 
para la apertura de bombas dependientes de ATP como la SERCA (del inglés 
Sarco/Endoplasmic Ca2+-ATPasa 2a) y la Na+/K+ ATPasa, entre otras. La producción de ATP 
será descripta extensamente en el Capítulo 6. 
Una vez que finaliza la contracción, el Ca2+ debe ser extraído del citosol para dar lugar a la 
relajación. El mayor porcentaje de Ca2+ es retomado por la bomba SERCA2a, regulada por 
fosfolamban (PLN, del inglés phospholamban) hacia el RS, un menor porcentaje es extruido 
del cardiomiocito por el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX), y en menor medida el Ca2+ es captado 
por la mitocondria por el transportador de Ca2+ (MCU) y extruido de la célula por la bomba 
ATPasa de Ca2+ (Ilustración 1.3). A su vez, cada canal de Ca2+ se encuentra sumamente 
regulado, por una variedad de enzimas citosólicas que se ven modificadas en estados 
fisiológicos y patológicos como son las proteínas quinasas A, C, G (PKA, PKC y PKG 
respectivamente, del inglés protein kinase A, C o G), y la quinasa dependiente de Ca2+ y 
calmodulina (CaMKII, del inglés Ca2+/Calmodulin kinase II), entre otras. Las regulaciones de 
los canales involucrados en el ECC se describirán en profundidad en el Capítulo 4. 
 
Ilustración 1.3. Esquema del acoplamiento de excitación-contracción. 
Esquema representativo de los eventos que ocurren durante el acoplamiento excito-contráctil 
(ECC) modificado de Federico et al. (Federico et al., 2020). Cuando PA alcanza al 
cardiomiocito, se abren canales de Na+ operados por voltaje (INa), que a su vez abren los 
LTCC (canales de Ca2+ tipo L), lo que generan la entrada de Ca2+ al citosol. Este Ca2+ activa 
a los receptores de rianodina (RyR2) del retículo sarcoplasmático (RS) que liberan Ca2+ de 
forma masiva que se dirige a los miofilamentos para producir la contracción (flecha roja). 
Una vez que finaliza el evento mecánico, el Ca2+ es retomado en mayor medida por la 
SERCA2a (Sarco/endoplasmic reticulum ATPase 2a), en menor proporción extruido por el 
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NCX (intercambiador Na+/Ca2+), y en menor medida aún por el transportador de Ca2+ 
mitocondrial (MCU) y la bomba de Ca2+ del sarcolema (Ca2+ ATPasa). Los transportadores 
de Na+, K+ y la bomba Na+/K+ participan en mantener la homeostasis iónica celular.  
 
Específicamente en la DM manifiesta se han descripto alteraciones a nivel del ECC que afectan 
al cardiomiocito, siendo la base de los mecanismos moleculares que conllevan a insuficiencia 
cardiaca. Algunos de los estudios realizados en modelos de diabetes demostraron que hay 
alteraciones en las corrientes de K+, que participan en la repolarización y generan un 
alargamiento del potencial de acción (Jourdon & Feuvray, 1993), alteraciones en las 
liberaciones Ca2+ (Yaras et al., 2005), y cambios en la actividad del NCX (Chattou et al., 1999), 
entre otras. En conjunto estas alteraciones generan la disfunción contráctil descripta en los 
corazones diabéticos (Lebeche et al., 2008). Sin embargo, el origen de estas alteraciones en 
estadios tempranos de la DMT2 se desconoce. 
 
1.6.  Enzima Ca2+ Calmodulina quinasa II y cardiomiopatía diabética 
La enzima CaMKII (enzima dependiente de Ca2+ y calmodulina quinasa tipo II) es una fosfo-
quinasa serina/treonina, que responde a los cambios en el Ca2+, el ion más importante para la 
contractilidad en el corazón (Jett et al., 1987). Esta enzima puede presentarse como 4 
isoformas, CaMKII α, β, γ, y δ: CaMKII α y β se expresan en tejido nervioso, y CaMKII γ y δ, 
son más ubicuas, siendo la isoforma δ es la predominante en el corazón (Gaertner et al., 2004; 
Maier & Bers, 2002). 
La enzima CaMKII se expresa en el miocardio en condiciones fisiológicas, y se encuentra 
modulando varias proteínas del ECC (Maier & Bers, 2007). En condiciones patológicas, se ha 
descripto hiperactiva y asociada a efectos deletéreos. Dentro de las proteínas que participan en 
el ECC, se ha visto que CaMKII puede fosforilar al RyR2 (Witcher et al., 1991), 
específicamente en el sitio serina 2814 (Ser2814 o S2814), a PLN (Davis et al., 1983; 
Simmerman et al., 1986) en el sitio treonina 17 (Thr17 o T17), y al LTCC (Maier & Bers, 2007), 
lo que puede acelerar el ciclado de Ca2+. También se ha evidenciado actividad sobre 
transportadores de membrana que participan en el potencial de acción, pudiendo enlentecer o 
acelerar el mismo (Wagner et al., 2006).  
En la CMD hay estudios que presentan a CaMKII como posible mediador de los eventos 
patológicos que se producen en la DM, incluso se han descripto glicosilaciones relacionadas 
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con la activación de la enzima, que luego puede auto fosforilarse y continuar modulando 
proteínas (Hegyi et al., 2019). 
En el modelo de prediabetes, en estudios previos del grupo de trabajo, se encontró que esta 
enzima se encuentra hiperactiva debido a un aumento de los ROS, colaborando con la 
alteración del manejo del Ca2+ desencadenando finalmente arritmias cardiacas (Sommese et 
al., 2016).  
Por otro lado, se ha descripto que la enzima CaMKII puede fosforilar otros blancos que no se 
encuentran directamente relacionados con el ECC, afectando otras organelas como puede ser 
la mitocondria (Joiner et al., 2012). El manejo de Ca2+ mitocondrial adecuado es fundamental 
para la homeostasis celular, como se describirá posteriormente, y CaMKII se ha visto 
involucrada en modular al MCU, el principal transportador de Ca2+ descripto para la 
mitocondria (Fieni et al., 2014).  
En este contexto, evaluar el rol de la enzima CaMKII en la apoptosis del corazón prediabético 
y las alteraciones en el manejo de Ca2+ es uno de los objetivos de estudio, ya que posiblemente 
pueda facilitar o modificar varios de los eventos producidos en la cascada de señalización. 
 
1.7.  Función mitocondrial en el corazón y cardiomiopatía diabética 
Las mitocondrias son las organelas encargadas de producir el ATP necesario para la 
contracción cardiaca y otras funciones celulares. Debido a su función, el corazón posee altos 
requerimientos de ATP, que en condiciones basales son producidos a través de la oxidación de 
AG como se describió previamente. En condiciones patológicas como en la DM y prediabetes, 
donde el metabolismo se encuentra alterado y se presenta insulino-resistencia en muchos 
órganos, el corazón suple su demanda de ATP casi exclusivamente de la oxidación de AG. 
Debido a que los niveles de AG libres en sangre son elevados en estas condiciones, además de 
ser utilizados por el corazón puede acumularse en el miocardio. Debido a que parte de la 
oxidación de AG es llevado a cabo en las mitocondrias para obtener NADH para la producción 
de ATP, la sobrecarga de AG en el miocardio puede afectar a la organela. Es así que durante 
la CMD, el uso exclusivo de AG sobrecarga las mitocondrias, las somete a estrés oxidativo y 
consecuentemente se genera daño mitocondrial (Anderson et al., 2009).  
Por otro lado, la producción de ATP se encuentra relacionada con la producción de ROS. En 
condiciones fisiológicas los ROS son utilizados como moléculas mediadoras o señalizadoras, 
pero pueden generar daño mitocondrial y celular si no se encuentran balanceadas con los 
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mecanismos reductores, ya que se genera estrés oxidativo (Kohlhaas et al., 2017). A su vez, el 
Ca2+ modula la producción de ATP y de ROS, ya que 3 enzimas del ciclo de TCA (2-
oxoglutarato deshidrogenasa, PDH, y NAD+-isocitrato deshidrogenasa) son dependientes de 
Ca2+ (Brookes et al., 2004). Es decir, la relación ATP-ROS-Ca2+ en condiciones fisiológicas se 
encuentra estrictamente regulada, y el cambio en alguno de estos mediadores, afecta a los 
demás (Brookes et al., 2004). A su vez, la morfología de las mitocondrias está directamente 
relacionada con su función y puede alterar la tasa de producción de ATP y ROS (Kane & Youle, 
2010). Es así como, la función y morfología mitocondrial pueden estar alteradas en el corazón 
prediabético, facilitando el desarrollo de los mecanismos moleculares relacionados a la 
patogénesis de la enfermedad en el corazón.  
 
1.8.  Construcción de la hipótesis de trabajo y objetivos 
La DM es una patología extremadamente frecuente en todo el mundo, que genera un 
incremento del alto riesgo cardiaco y muerte por causas cardiovasculares. Si bien esta patología 
posee tratamiento farmacológico que apunta a disminuir los niveles de glucemia para evitar el 
riesgo microvascular y de órgano blanco, una vez que la DM se encuentra establecida, gran 
parte del daño ya se ha producido. En este sentido, abordar estadios tempranos de la DM como 
es la prediabetes en donde ya hay cambios leves pero consistentes de la glucemia, es una forma 
de prevenir el desarrollo a la DM y la posterior CMD. Estudiar la prediabetes implica encontrar 
los cambios que originan y participan de la patogénesis de la enfermedad establecida. Conocer 
los eventos moleculares iniciales de la enfermedad es esencial para entender el desarrollo de la 
misma, y de esta manera abordar estrategias terapéuticas de forma temprana en los pacientes 
para prevenir el progreso hacia una CMD consolidada. 
A su vez, como mencionamos anteriormente, el ion Ca2+ tiene un rol primordial en el corazón, 
no sólo porque es necesario para producir la contracción del cardiomiocito, sino también 
porque es modulador de múltiples enzimas encargadas de la producción de energía y regulación 
de diferentes procesos, entre ellos la apoptosis celular, pudiendo activar cascadas de 
señalización deletéreas. 
En este contexto, planteamos como hipótesis que en el estadio de prediabetes ocurre 
apoptosis en el corazón debido a pérdidas de Ca2+ desde el RS. Este manejo de Ca2+ 
alterado, afecta la comunicación del RS con la mitocondria, generando cambios 
funcionales y estructurales en las mismas, participando de los mecanismos que 
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desencadenan la apoptosis. Estas alteraciones se deben a la hiperactividad de la enzima 
CaMKII. 
Para comprobar la hipótesis nos planteamos los siguientes objetivos específicos (O.E): 
O.E.1: Comprobar que se produce apoptosis en el corazón de los ratones prediabéticos. 
O.E.2: Comprobar que el manejo del Ca2+ citosólico se encuentra alterado en los 
cardiomiocitos de ratones prediabéticos. 
O.E.3: Comprobar que los ratones prediabéticos presentan remodelado cardíaco producido por 
la dieta rica en fructosa, que determina una alteración en la comunicación RS-mitocondria. 
O.E.4: Comprobar que se producen cambios a nivel mitocondrial producidos por la dieta rica 
en fructosa, tanto en su función y metabolismo como en su morfología. 
O.E.5: Determinar el rol de los ROS y la enzima CaMKII en la cascada apoptótica. 
 
Los antecedentes y el estado actual de cada tema serán abordados en su respectivo capítulo. En 
el Capítulo 2 se describirá el modelo elegido para el estudio de estadios tempranos de la DM, 
sus beneficios y limitaciones, junto con los experimentos realizados para la caracterización del 
mismo. En el Capítulo 3, se detallarán los mecanismos de muerte celular por apoptosis 
conocidos en el corazón, los abordajes realizados para evaluar la apoptosis celular en el tejido 
cardiaco de animales prediabéticos y los resultados obtenidos con dichos experimentos. En el 
Capítulo 4 se detallará el manejo de Ca2+ en condiciones fisiológicas en los cardiomiocitos, 
junto con los experimentos realizados y resultados obtenidos para evaluar el manejo de Ca2+ 
en los animales prediabéticos. En el Capítulo 5, se mostrará la ultraestructura del tejido 
cardiaco y su afectación en los corazones prediabéticos a partir del análisis de imágenes de 
microscopía de transmisión electrónica (MET). En el Capítulo 6 se introducirá la fisiología 
mitocondrial, cómo participa esta organela en el funcionamiento de los cardiomiocitos y como 
se encuentra involucrada en las alteraciones producidas en el corazón prediabético. En el 
Capítulo 7 se presentará la estructura y función de la enzima CaMKII en la fisiología cardiaca 
y su participación en la patogénesis de los mecanismos deletéreos que se producen en el 
corazón prediabético. Por último, en el Capítulo 8 se discutirán en conjunto los resultados 
obtenidos, considerando los beneficios de estos y las limitaciones de los estudios y métodos 
utilizados.  
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Capítulo 2. Modelo de prediabetes: 
Dieta rica en fructosa  
 
2.1.  Introducción 
Las enfermedades metabólicas pueden clasificarse como cualquier trastorno causado por la 
interrupción del uso normal de los compuestos que el cuerpo utiliza para obtener energía, entre 
los que se encuentra la glucosa, y pueden dividirse en tres tipos según su gravedad o desarrollo; 
prediabetes, síndrome metabólico (MetS) y DM. El MetS se diagnostica cuando un individuo 
muestra al menos tres de los siguientes factores de riesgo: aumento de la presión arterial, 
hiperglucemia, dislipidemia y obesidad abdominal (American Heart Association, 2016; 
Dommermuth & Ewing, 2018). La prevalencia y su incidencia en todo el mundo se asocia 
linealmente con el grado de obesidad y sobrepeso (Saklayen, 2018). Debido a que los factores 
de riesgo que definen el MetS afectan individualmente la función cardiovascular, los pacientes 
con MetS tienen un mayor riesgo cardiovascular en comparación con los pacientes que 
presentan una de las co-morbilidades aislada (Grundy et al., 2004). Por su lado, como se 
mencionó previamente, la TGA y la GAA son estados generalmente asociados con la 
prediabetes. Los pacientes con prediabetes o MetS sin cambios en sus hábitos alimenticios y 
en la actividad física, desarrollarán DMT2 (American Diabetes Association, 2020). El 
diagnóstico de la prediabetes puede realizarse mediante las mismas pruebas utilizadas 
normalmente para el diagnóstico y seguimiento de la DMT2 (glucemia en ayunas, hemoglobina 
glicosilada y test de tolerancia oral a la glucosa o TTOG) pero utilizando un valor de corte 
diferente (Tabla 2.1). Sin embargo, debido a que la prediabetes es clínicamente silenciosa, su 
detección suele ser aleatoria, lo que conlleva a que el paciente evolucione a una afección más 
grave. Cabe recordar que en la Argentina, si el paciente presenta GAA sin otros factores de 
riesgo, no se consideran prediabéticos, ya que estos pacientes no siempre desarrollan DMT2 
manifiesta (Gagliardino et al., 2007). 
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 NORMAL PREDIABETES DIABETES 
Glucemia en ayunas ˂ 100 mg/dL 100 – 126 mg/dL > 126 mg/dL 
TTOG ˂ 140 mg/dL 140 – 200 mg/dL > 200 mg/dL 
A1C ˂ 5.7 % 5.7 – 6.5 % > 6.5 % 
Tabla 2.1. Pruebas diagnóstico de diabetes mellitus. 
Pruebas utilizados para el diagnóstico de diabetes mellitus y sus valores de corte según la 
American Diabetes Association, 2019 (American Diabetes Association, 2019). TTOG: test de 
tolerancia oral a la glucosa, A1C: hemoglobina glicosilada. 
 
Para estudiar las enfermedades metabólicas existen modelos animales donde la glucemia se 
encuentra alterada sin otros factores de riesgo relevantes (como obesidad e hipertensión) y 
modelos que presentan tanto alteraciones de la glucemia, como otras co-morbilidades que 
pueden tener su propio efecto en el corazón. Los modelos de las distintas condiciones 
metabólicas pueden ser tan variados como efectos se puedan buscar, sin embargo, hay algunos 
más estandarizados y utilizados frecuentemente, por lo tanto, se consideran validados para el 
estudio de estas patologías. La Tabla 2.2 muestra un resumen de los modelos más 
frecuentemente usados para el estudio de enfermedades metabólicas. Entre ellos, hay modelos 
utilizados para simular la prediabetes, otros que compilan las alteraciones que definen el MetS, 
y otros que se describen como modelos de DMT1 o DMT2.  
En cuanto a la DM en particular, hay una variedad de modelos animales donde la principal 
diferencia radica en si representa un modelo de DMT1 o DMT2, y si este fue generado por una 
dieta, una droga o a través de un animal transgénico. Para evaluar la DMT1 el modelo más 
utilizado es la inducción de la destrucción de células β pancreáticas mediante una inyección de 
estreptozotocina (STZ, del inglés streptozotocin) (McNeill, 2018). A pesar de que la STZ ha 
sido criticada por causar efectos inespecíficos, sigue siendo el modelo más frecuente elegido 
para el estudio de DMT1. Para la DMT2 se utilizan animales transgénicos o distintas dietas 
ricas en grasas o azúcares, siendo estos modelos más similares a lo que ocurre en el desarrollo 
de la DMT2 en pacientes.  
Al tratar con estas patologías debe tenerse sumo cuidado en la elección del modelo de estudio, 
ya que existe una línea difusa entre DMT2, MetS y prediabetes, dado que todas están 
estrechamente relacionadas, siendo la DM el punto de confluencia común en función del 
tiempo de evolución. A medida que se avanza en el desarrollo de la enfermedad, las co-
morbilidades aumentan, complicando la interpretación de los resultados.  
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En una gama amplia de estudios se han utilizado los animales transgénicos ob/ob y db/db, que 
presentan una mutación en el gen de la leptina y en el gen del receptor de leptina, 
respectivamente (Tabla 2.2), como modelo de DMT2 ya que muestran hiperinsulinemia e 
hiperglucemia (Han et al., 2017; Lee et al., 2018). Sin embargo, no debe perderse de vista que 
en estos animales también se genera obesidad e hiperlipidemia, característica a la ineficacia de 
la acción de la leptina, lo que influye en el riesgo cardiovascular. La obesidad representa una 
sobrecarga para el corazón que no debe menospreciarse, y debe separarse de las alteraciones 
de los cardiomiocitos per se.  
Como se mencionó anteriormente, otra alternativa para estudiar la DMT2 que se ha utilizado 
mucho en los últimos años se basa en una dieta alta en grasas (HFD) (J. Li et al., 2020; 
Namekawa et al., 2017; Surwit et al., 1988), donde los animales son obesos y desarrollan DM. 
Recientemente se ha utilizado como modelo de DMT2 la HFD más una dosis baja de STZ (X.-
X. Guo et al., 2018). Los modelos genéticos de DMT2 tienen la ventaja de poder ser utilizados 
en edades tempranas, sin embargo, los modelos llevados a cabo por diferentes dietas 
occidentales son más representativos de la enfermedad que sucede y evoluciona en los 
pacientes.  
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Modelos Tipo Descripción ↑PA Dislipemia Obesidad Representa Referencia 
DRF 10% Dieta 10% de fructosa en el agua de 
bebida por 21 días 
   TGA (Felice et al., 2014; 
Francini et al., 2010) 
DRF 60% Dieta 60% de fructosa en el agua de 
bebida por 24 semanas 
   TGA (Szűcs et al., 2019) 
HFD + STZ Dieta HFD + 1 inyección de STZ (25-
35 mg/kg/día) 
   MetS/DMT2 (Fang et al., 2018; X.-X. 
Guo et al., 2018) 
STZ Inyección 5 inyecciones consecutivas de 
STZ (50 mg/kg/día) 
   DMT1 (Deshwal et al., 2018) 
Zucker 
Diabetic 
Mutación Mutación espontanea en el gen 
de la leptina 
   DMT2 (Zucker, 1965) 
Goto 
Kakizaki  
Mutación Ratas espontáneamente 
diabéticas  
   DMT2 (Goto et al., 1988) 
ob/ob Transgénicos Mutación en el gen de la leptina    MetS/DMT2 (Dubuc, 1976), (Ingalls 
et al., 1950a) 
db/db Transgénicos Mutación en el receptor de 
leptina 
   DMT2 (Hummel et al., 1966) 
Tabla 2.2. Modelos más frecuentemente utilizados para el estudio de enfermedades metabólicas. 
HFD: dieta alta grasas o high-fat diet, STZ: estreptozotocina, DRF: dieta rica en fructosa, TGA: tolerancia a la glucosa alterada, MetS: 
síndrome metabólico, DMT1: diabetes mellitus tipo 1, DMT2: diabetes mellitus tipo 2. 
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La decisión de qué modelo utilizar y el análisis de los resultados en dicho modelo debe 
realizarse con cuidado, teniendo en cuenta que la prediabetes, MetS y DMT2 presentan 
diferencias y similitudes que podrían interferir en la interpretación de los resultados y objetivos 
del estudio. 
En nuestro caso, elegimos utilizar la dieta rica en fructosa (DRF), debido a los beneficios que 
posee en comparación con otros modelos. Particularmente, como se menciona en los 2.2. 
Materiales y Métodos, la DRF es un modelo ya caracterizado en el grupo de trabajo del 
laboratorio y por otros laboratorios (Felice et al., 2014; Francini et al., 2010; Sommese et al., 
2016), que sólo presenta TGA, sin comorbilidades asociadas. Por otro lado, en este modelo los 
animales desarrollan TGA en un período corto de tiempo (21 días), con una dieta de fácil 
administración y que presenta alteraciones que no fueron descriptas anteriormente en un 
período tan acotado. Esto no solo tiene la ventaja de generar un modelo de prediabetes de forma 
eficaz y rápida, sino que también nos permite estudiar el efecto de la TGA en el corazón en un 
estadio particularmente temprano, aislado de otras complicaciones y comorbilidades, previo al 
desarrollo de la DM, para poder así evaluar la prevención del desarrollo de la CMD.  
 
En este capítulo caracterizaremos el modelo de la DRF, y mostraremos los resultados que 
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2.2.  Materiales y Métodos 
2.2.1.  Manejo de animales 
Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con la guía para el cuidado y uso de 
animales de laboratorio (“The Guide for Care and Use of Laboratory Animal”, NIH 
publicación No.85-23, revisada en 2011), y fueron aprobados por el Comité Institucional de 
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas de 
la Universidad Nacional de La Plata (UNLP). CICUAL no. P03-02-2017. 
2.2.2.  Modelo Animal  
Para estos experimentos fueron utilizadas distintas cepas de ratones macho transgénicos con su 
correspondiente cepa salvaje (WT, del inglés wild type). Para evaluar la importancia del rol de 
CaMKII en los corazones prediabéticos, se utilizaron cepas transgénicas que poseen distintos 
tipos de inhibición para esta enzima:  
S2814A: la secuencia codificadora de la mutación S2814A fue insertada en el exón 56 de la 
secuencia codificadora de los RyR2, para generar los ratones RyR2 S2814A knock-in. En estos 
ratones el sitio Ser2814 del RyR2, el sitio blanco de CaMKII, está mutado a alanina por lo que 
la enzima no puede fosforilarlo. La cepa WT utilizada como control de estos animales fue C57 
bl/6 (Chelu et al., 2009).  
SRAIP: expresan una secuencia codificadora para el péptido AIP (KKALRRQEAVDAL), que 
es un inhibidor específico de CaMKII. Esta secuencia es acompañada por una secuencia 
FLAG-epítope marcadora, junto con la expresión de un gen sintético que codifica para un 
dominio transmembrana truncado de PLN (del aminoácido 23-52) donde los AA 31 y 43, 
fueron cambiados a alanina (L31A y N34A) para que pierda la función inhibidora sobre 
SERCA2a. Esta última secuencia se utiliza para dirigir el péptido inhibidor al RS, es decir, la 
acción de CaMKII se ve inhibida en todas sus proteínas blanco del RS. Se utilizaron ratones de 
la cepa Balb/c como controles WT (Ji et al., 2003). 
AC3I: animales transgénicos que poseen insertado en su genoma un mini-gen que codifica para 
la expresión de un péptido inhibidor (AC3I) de CaMKII acoplado a la proteína fluorescente 
verde (GFP, del inglés green fluorescence protein). Como cepa WT se utilizaron ratones C57 
bl/6 o ratones transgénicos que presentan en su genoma un gen que codifica la expresión de un 
péptido inactivo (AC3C) acoplado a GFP (R. Zhang et al., 2005).  
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Todas las cepas de ratones fueron divididas en dos grupos: un grupo control (DC) y un grupo 
tratado con DRF. Ambos grupos se alimentaron con una dieta de alimento balanceado estándar, 
al grupo DC se le dio de beber agua potable ad libitum, y al grupo DRF se les dio de beber 
agua potable suplementada con un 10% de fructosa ad libitum por 21 días (Francini et al., 
2010). Además de los tratamientos DC y DRF, para los animales WT y SRAIP se generó un 
tercer grupo DRF + T (DRF + Tempol), al que además de DRF se le suplementó el agua de 
bebida con Tempol, un secuestrador de ROS. 
Antes y después del tratamiento los animales fueron pesados y se les realizó un examen 
ecocardiográfico. Luego del sacrificio de los animales, se pesó el corazón y se midió la longitud 
de la tibia. 
2.2.3.  Modelo Celular 
Se utilizó un modelo celular para realizar experimentos in vitro que soporten los experimentos 
realizados en modelos animales. 
Células HEK293-RyR2 inducibles: Las células embrionarias de riñón humano (HEK293)-
RyR2 inducibles, no expresan naturalmente RyR2, pero puede inducirse su expresión al 
exponerlas a tetraciclina. Estas células fueron cultivadas en un medio Dulbecco Eagle 
modificado (100 mg/dL; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) suplementado con 10 % suero 
fetal bovino (SFB), 100 U/ml penicilina y 100 μg/ml estreptomicina en placas de cultivo de 
100 mm. La expresión de los RyR2 fue inducida con 1 μg/ml de tetraciclina en el medio de 
cultivo (Helms Adam S. et al., 2016).  
Las células se mantuvieron en un medio con concentración de glucosa normal (GN, 100 mg/dL; 
Life Technologies) o glucosa alta (GA, 450 mg/dL, Life Technologies) y se les agregó 1 μM 
KN-93 (Enzo Life Sciences, Plymouth Meeting, PA, USA) para inhibir a la enzima CaMKII o 
su análogo inactivo KN-92 (Calbiochem, Billerica, MA, USA) como control. 48 horas después 
de la inducción y la incubación en los diferentes medios, las células se lavaron con PBS, y se 
tomaron del cultivo para resuspender en 200 μl de buffer de lisis (25 mM Tris, 137 mM NaCl, 
1% CHAPS, 0.5% fosfatidilcolina de yema de huevo (Sigma, St Louis, MO, USA), 2.5 mM 
ditiotreitol, e inhibidores de proteasas (2 μM leupeptina, 100 μM PMSF, 500 μM benzamidina, 
100 nM aprotinina, pH = 7.4). Los lisados se mantuvieron a -80 °C hasta su uso. 
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2.2.4.  Test de tolerancia intraperitoneal a la glucosa 
Para caracterizar el modelo de prediabetes se realizaron test de tolerancia intraperitoneal a la 
glucosa (TIpG). Los animales fueron ayunados por un período de 8 horas, y se les midió la 
glucemia plasmática tomando una gota de sangre de la vena de la cola, utilizando los medidores 
de glucemia Accu Check. Este procedimiento fue realizado una vez previa (Glucosa basal o 
Glucemia en ayunas) a la administración de un bolo intraperitoneal de glucosa (1 mg/Kg peso 
corporal), y a los 10, 30, 90 y 120 minutos posteriores a la inyección. Con estas medidas se 
graficó y calculó el área bajo la curva (ABC) para evidenciar si los animales poseían TGA. 
2.2.5.  Medida de tejido adiposo corporal 
Hace unos años el tejido adiposo dejó de considerarse como una fuente de energía y depósito 
de lípidos únicamente, para pasar a tener un rol endócrino en el organismo (Kershaw & Flier, 
2004; Ronti et al., 2006). Es así como la medida de tejido adiposo es un parámetro de utilidad 
en las patologías metabólicas, ya que presenta implicancia en el desarrollo y respuesta de cada 
órgano en cada nuevo estado metabólico. Por este motivo, se realizó la medida del peso del 
tejido adiposo. 
Para la extracción de los distintos tipos de tejido adiposo, los ratones fueron sacrificados por 
dislocación cervical, y se prosiguió con la apertura del abdomen para visualizar los órganos y 
tejido adiposo abdominal (Figura 2.1). La primera incisión fue realizada de forma de que 
quede expuesto el epidídimo para tomar el tejido adiposo blanco (TAB) epididimario que se 
encuentra rodeando los testículos y el epidídimo (marcados con un asterisco rojo en la Figura 
2.1). Para medir el TAB subcutáneo se retiraron ambas paredes anterolaterales del abdomen, 
se extrajo la capa más interna de tejido conectivo, y por debajo de la misma se encontró y 
extrajo la capa de TAB subcutáneo. Una vez hecho esto, se movieron hacia un lado los órganos 
abdominales anteriores para visualizar los órganos retroperitoneales, de donde se obtuvo el 
TAB peri-renal que rodea ambos riñones (marcados con un asterisco verde en la Figura 2.1). 
En el dorso del cuerpo del ratón, por encima de las escapulas se ubica una pequeña cantidad de 
TAB y tejido adiposo pardo (TAP). Se retiró la piel de la parte superior del dorso a la altura de 
las escápulas para tomar el TAB supraescapular, y posteriormente se extrajo el TAP 
subescapular. Todos los tejidos adiposos extraídos se pesaron y normalizaron por el peso 
corporal del ratón. 
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Figura 2.1. Clasificación de los distintos tipos de tejido adiposo.  
Tejido adiposo blanco epididimario (línea punteada negra), subcutáneo (línea punteada azul), 
peri-renal (línea punteada amarilla), supraescapular (línea punteada celeste) y, tejido adiposo 
pardo subescapular (línea punteada verde). TAB: tejido adiposo blanco, TAP: tejido adiposo 
pardo. Para una mejor orientación del abdomen del ratón, los * rojos marcan los testículos, y 
el * verde marca el riñón derecho. 
 
2.2.6.  Ecocardiografía 
Se realizaron ecocardiografías para evaluar la función cardiaca, usando un transductor lineal 
de 14 MHz (Toshiba Nemio XG, Tokio, Japón) en modo M2 dimensiones (Sahn et al., 1978). 
Se realizaron medidas consecutivas de tres ciclos cardiacos. Todas las mediciones, incluyendo 
dimensiones diastólicas, espesor de pared ventricular izquierda y diámetros del ventrículo 
izquierdo fueron realizadas según el método establecido por la Sociedad Americana de 
Ecocardiografía (Lang et al., 2005).  
La masa ventricular izquierda fue calculada a través de la ecuación:  
𝑀𝑉𝐼 = 1,04 ×  [(𝐷𝐷𝑉𝐼 + 𝐺𝐷𝑆 + 𝐺𝑃𝑃𝐷) × 3 − (𝐷𝐷𝑉𝐼 × 3)] 
donde DDVI corresponde al diámetro diastólico del ventrículo izquierdo, GDS al grosor 
diastólico del septum y GPPD al grosor de la pared posterior en diástole (Caiani et al., 2006). 
El índice de masa ventricular izquierda (IMVI) fue calculado dividiendo la masa ventricular 
izquierda por el peso del animal (en gramos) o por la longitud de la tibia (en milímetros). La 
fracción de acortamiento endocárdico porcentual (FA%) fue calculada utilizando la siguiente 
ecuación:  
𝐹𝐴% = [
((𝐷𝐷𝑉𝐼 − 𝐷𝑆𝑉𝐼) × 100)
𝐷𝐷𝑉𝐼
] 
donde DDVI corresponde al diámetro diastólico del ventrículo izquierdo y DSVI corresponde 
al diámetro sistólico del ventrículo izquierdo. 
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2.3.  Resultados 
2.3.1.  Parámetros metabólicos 
Para caracterizar el modelo de la DRF se midió el consumo calórico de los animales. Esto se 
realizó mediante la medida del consumo de alimento balanceado y bebida por día. El alimento 
balanceado aporta 2,8 Kcal/g, mientras que el aporte calórico de la fructosa es de 4 Kcal/g, es 
decir 400 Kcal/L en la dieta utilizada. Esto implica que un aumento en el consumo de bebida 
genera una mayor ingesta de kilocalorías por día. Como se observa en la Tabla 2.3, los ratones 
WT alimentados con la DRF consumieron más bebida y disminuyeron su ingesta de alimento 
respecto de los animales con DC. Este balance les permitió obtener finalmente una mayor 
ingesta de kilocalorías por día. Sin embargo, como se muestra más adelante en la Tabla 2.4, 
esto no se acompañó de un aumento de peso en los mismos, por lo que los animales no 
presentan sobrepeso u obesidad. 
   DC  DRF 
 Número de animales  6  10 
 Alimento (g/día)  3,75 ± 0,09  3,46 ± 0,13 
 Bebida (ml/día)  4,57 ± 0,16  6,39 ± 0,32** 
 Calorías ingeridas (Kcal/día)  10,5 ± 0,3  12,3 ± 0,4** 
Tabla 2.3. Consumo calórico de los animales tratados con dieta control y dieta rica en 
fructosa.  
Alimento y bebida ingeridos por día y el consumo calórico calculado a través del aporte de la 
bebida (400 Kcal/L) y el alimento (2,8 Kcal/g). Los animales tratados con la DRF presentaron 
un aumento en el consumo de bebida que les generó un aumento en el aporte calórico, DC: 
dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. Los valores se encuentran expresados en promedio 
± SEM, * p < 0,05, ** p < 0,01. 
 
2.3.2.  Tolerancia a la glucosa alterada 
Se evaluó la utilización de glucosa mediante la medición de la glucemia en ayunas y una prueba 
de TIpG. En la Figura 2.2 se muestran los resultados obtenidos de curvas de la prueba de TIpG 
promedio en animales WT (C57 bl/6 y BalbC) tratados con DC y DRF. Para todas las curvas 
de TIpG se calculó el ABC (área bajo la curva).  
La glucemia en ayunas no fue diferente en los ratones tratados con DRF respecto de ratones 
tratados con la DC. Es decir, estos ratones no presenten una GAA. Por otro lado, se observó 
que la glucemia en los ratones tratados con DRF alcanza un pico más elevado luego de la 
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inyección intraperitoneal de glucosa, y no vuelve a los valores basales durante el lapso de las 
2 horas en el que se realizan las medidas de glucemia, como es el caso de los ratones DC. Estos 
resultados indican que los ratones poseen TGA (Figura 2.2).  
 
 
Figura 2.2. Los ratones tratados con la dieta rica en fructosa poseen una curva de tolerancia 
intraperitoneal a la glucosa alterada.  
Curva de glucemia promedio obtenida mediante la prueba de tolerancia intraperitoneal a la 
glucosa de ratones WT C57bl/6 y BalbC, DC (negro) y DRF (verde), junto con los gráficos de 
barra que muestran los promedios de la glucemia en ayunas y el área bajo la curva. Se observa 
un aumento del ABC sin cambios significativos en la glucemia en ayunas. WT: wild type, DC: 
dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, ABC: área bajo la curva. * p < 0,05, ** p < 0,001, 
n =3 - 6. 
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2.3.3.  Presión arterial, parámetros morfométricos, y tejido adiposo 
Debido a que es muy frecuente encontrar pacientes diabéticos que presenten otros factores de 
riesgo como obesidad, hipertensión, dislipemia, entre otras alteraciones, que pueden influir en 
el daño cardiaco, se evaluó la presión arterial, parámetros morfométricos y cantidad de tejido 
adiposo.  
Como se muestra en la Tabla 2.4 se midió la presión arterial y el peso del corazón, utilizando 
el peso corporal y la longitud de la tibia como normalizadores del tamaño de los animales. No 
se presentaron cambios en la medida de la presión arterial, peso del corazón, peso corporal y 
longitud de la tibia de los animales tratados con la DRF respecto del grupo de ratones tratados 
con DC. Tampoco se registraron cambios en el peso del corazón normalizado tanto por el peso 
corporal como por la longitud de la tibia. 
   DC  DRF 
 Número de animales  9-16  9-16 
 Peso corporal (g)  29,20 ± 0,83  30,83 ± 0,85 
 Presión arterial (mmHg)  123,4 ± 2,0  125,6 ± 1,9 
 Peso corazón (mg)  158,3 ± 6,7  145,5 ± 10,8 
 Longitud de la tibia (mm)  19,37 ± 0,41  19,14 ± 0,30 
 Peso corazón/Peso corporal (mg/g)  5,44 ± 0,22  4,71 ± 0,32 
 Peso corazón/Longitud de la tibia (mg/mm)  8,59 ± 0,4  7,42 ± 0,67 
 Peso corporal/Longitud de la tibia (g/mm)  1,54 ± 0,05  1,62 ± 0,05 
Tabla 2.4. Parámetros morfométricos y presión arterial.  
En ninguno de los parámetros medidos se observaron diferencias significativas entre DC y 
DRF. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. Los valores se encuentran expresados 
en promedio ± SEM, * p < 0,05. 
 
Para evaluar la cantidad de TAB y TAP, se extrajeron como se explicó en la sección 2.2.5. , 
fueron pesados y normalizados por el peso corporal. En este caso, si bien los ratones no 
presentan cambios en el peso corporal, como se mencionó previamente, se observó un aumento 
de la proporción de TAB en los ratones tratados con la DRF respecto de los ratones tratados 
con DC (Figura 2.3). En la medida del TAP se observa una tendencia de aumento en ratones 
WT tratados con la DRF, pero los cambios no fueron significativos (Figura 2.3). Estos cambios 
pueden estar afectando a otros órganos debido a las funciones endócrinas del tejido adiposo 
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(Kershaw & Flier, 2004; Yki-Järvinen, 2002), y particularmente en la DM, donde se ha visto 
involucrado como participe en los cambios patológicos de esta enfermedad (Hajer et al., 2008).  
 
 
Figura 2.3. Los ratones prediabéticos presentan un aumento del tejido adiposo blanco.  
Peso del tejido adiposo blanco normalizado por el peso del animal, donde se muestran los 
cambios de los distintos tipos de tejido adiposo colectados en ratones WT DC y DRF. El tejido 
adiposo blanco epididimario, subcutáneo, peri-renal, y supraescapular se encontró aumentado 
en los ratones WT DRF respecto de los WT DC. No se observaron cambios significativos en el 
tejido adiposo pardo subescapular. TAB: tejido adiposo blanco, TAP: tejido adiposo pardo, 
WT: wild type, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. *p < 0,05, n = 5 por grupo.  
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2.3.4.  Caracterización por ecocardiografía 
El corazón prediabético y las posibles disfunciones cardiacas se estudiaron mediante 
ecocardiografía. La ecocardiografía es una técnica no invasiva, muy importante como primera 
estrategia de estudio del corazón, ya que arroja información valiosa de diferentes parámetros 
funcionales y estructurales del corazón. Como se observa en la Tabla 2.5, en los ratones WT 
tratados con DRF se encontró un aumento en el diámetro en sístole del ventrículo izquierdo 
(LVSD, del inglés left ventricle systolic diameter), sumado a un incremento en los índices de 
masa ventricular izquierda (IMVI), ya sea normalizando por la longitud de la tibia o por el peso 
corporal, que representan índices de hipertrofia. Estos resultados muestran que los animales 
prediabéticos presentan hipertrofia cardiaca respecto de los animales tratados con la DC. 
Además, la función sistólica se vio comprometida, de acuerdo con el FA% (fracción de 
acortamiento endocárdico porcentual) que se encontró disminuido, y se calculó a partir de los 
diámetros del ventrículo izquierdo en sístole (DSVI) y diástole (DSVI) (ver formula en 2.2.6. 
Ecocardiografía). Estos resultados se corresponden con los obtenidos en el grupo de trabajo 
del laboratorio previamente en ratas Wistar tratadas con la DRF (Sommese et al., 2016). 
   DC  DRF 
 Número de animales  9  13 
 DDVI (mm)  3,40 ± 0,11  3,77 ± 0,20 
 DSVI (mm)  2,40 ± 0,10  2,87 ± 0,14* 
 FA (%)  29,80 ± 2,35  23,93 ± 1,58* 
 IMVI (mg/g)  7,90 ± 0,66  12,19 ± 1,19* 
 IMVI (mg/mm)  14,10 ± 1,16  21,00 ± 2,43* 
Tabla 2.5. Parámetros ecocardiográficos.  
DDVI: diámetro en diástole de la pared del ventrículo izquierdo, DSVI: diámetro en sístole 
de la pared del ventrículo izquierdo, IMVI: índice de masa ventricular izquierda, normalizado 
por el peso del corporal (mg/g) o la longitud de la tibia (mg/mm), FA%: fracción de 
acortamiento endocárdico porcentual, Los valores se encuentran expresados en promedio ± 
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2.4.  Conclusión y discusión 
Estos experimentos demostraron que la DRF genera cambios metabólicos en ratones WT. Se 
produjo un aumento en las calorías consumidas aportadas por la fructosa consumida, que 
moviliza lípidos aumentando el TAB de los animales. La percepción de que el tejido adiposo 
es meramente para almacenamiento de AG, ha sido reemplazada por la concepción de que este 
tejido posee un papel fundamental en el metabolismo de lípidos y glucosa, debido a la 
producción de hormonas y adipoquinas (Ronti et al., 2006). De esta forma, estos cambios 
metabólicos se asociaron a una prueba de TIpG alterada, con un aumento en el ABC, sin 
cambios en la glucemia en ayunas, lo que nos indica un estadio temprano de diabetes definidos 
por TGA.  
Otros modelos que se han utilizado por diferentes grupos para estudiar enfermedades 
metabólicas poseen características mucho más definidas de DM establecida y CMD, lo que 
facilita, desde algún punto de vista, el estudio de las alteraciones cardiovasculares presentes en 
la enfermedad. Por ejemplo, el modelo ob/ob de ratones diabéticos, poseen glucemias con 
valores del doble de los valores que obtuvimos en nuestros experimentos, además de presentar 
una obesidad marcada, característica del modelo (An et al., 2020; Dong et al., 2006; Dubuc, 
1976), lo que colabora con los efectos deletéreos presentes en el corazón, que se asemejan a la 
patología desarrollada en el humano. Sin embargo, este modelo se aleja del desarrollo normal 
de la DMT2 en el humano cuando tenemos en cuenta que es un modelo transgénico. Estos 
ratones desde el nacimiento presentan un defecto en la leptina, comenzando con una DM y 
obesidad casi de forma instantánea, mientras en el humano la DMT2 es una enfermedad 
insidiosa. Algo similar ocurre con modelos no transgénicos como la HFD. Según la 
composición de la dieta elegida, se han demostrado grandes cambios en las alteraciones tanto 
metabólicas como a nivel cardiaco, con similares características a las de una patología 
avanzada (J. Li et al., 2020; Zeng et al., 2015). En este último caso, posiblemente haya más 
similitudes aún con lo que ocurre en el humano con DMT2. Aunque las dietas HFD reflejen el 
metabolismo que caracteriza a un gran porcentaje de la sociedad actual, al presentar obesidad 
o sobrepeso, poseen una alteración más que influye en el desarrollo de la patología cardiaca y 
avance de la CMD, y por ende influye también en el estudio de la misma. En contraposición, 
el modelo de la DRF no tiene una alteración marcada en la regulación de la glucemia, ni 
presenta un aumento de peso corporal importante, sin embargo, define un estadio temprano de 
DM, con la ventaja de desarrollarse en un corto periodo. A su vez, evaluar estadios tempranos 
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de DM como es la prediabetes, genera la ventaja de poder prevenir el desarrollo a la CMD y 
conocer los mecanismos que se forman parte de la base molecular que luego continuará con las 
alteraciones cardiacas de la CMD.   
Por otro lado, en el modelo de la DRF previamente se han observado alteraciones a nivel 
cardiaco (Sommese et al., 2016), en el hígado (Francini et al., 2010), en hueso (Felice et al., 
2014) y en el tejido adiposo (Alzamendi et al., 2009). En este trabajo de tesis, siguiendo con 
los estudios desarrollados en el grupo de trabajo y en otros laboratorios, se observaron 
alteraciones en el corazón en esta primera caracterización, demostrado en los parámetros 
ecocardiográficos alterados en los ratones tratados con la DRF, que presentaron hipertrofia y 
disfunción cardiaca. En conjunto, los resultados obtenidos arrojan la conclusión de que incluso 
en estadios tempranos o previos a la DM manifiesta, ya se desarrollan mecanismos patológicos 
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3.1.  Introducción 
Durante muchos años se creyó que la muerte celular era un proceso no regulado, hasta que se 
comenzó a estudiar en más detalle y se describió la muerte programada también conocida como 
apoptosis (Ellis, 1986). Luego, se describieron tres procesos diferentes de muerte celular; 
apoptosis, necrosis y autofagia. La necrosis, es la muerte celular que comúnmente era conocida 
como muerte no regulada, en el corazón se describe normalmente asociada a infarto agudo de 
miocardio, donde la célula es depletada de ATP, la membrana plasmática se rompe y se libera 
el contenido celular al exterior, activando procesos inflamatorios (Edinger & Thompson, 
2004). Sin embargo, estudios recientes describen cascadas de señalización que regulan la 
necrosis, e incluso la relacionan con las vías de señalización de apoptosis y autofagia 
(Nikoletopoulou et al., 2013). En el caso de la autofagia, ha sido descripta como mecanismo 
de supervivencia, en donde se reciclan componentes intracelulares por degradación lisosomal, 
relacionado a proteínas como mTOR (del inglés mammalian target of rapamycin) y Beclin-1 
activadas por ejemplo bajo condiciones de deprivación metabólica (C. He & Klionsky, 2009). 
La apoptosis, es un fenómeno en donde una cascada de señalización intracelular conduce a la 
muerte celular sin liberación de contenido celular, evitando la estimulación de procesos 
inflamatorios. En este proceso intervienen varias proteínas que conducen finalmente a la 
activación de las caspasas (cisteína-proteasas que hidrolizan enlaces peptídicos siguiendo 
residuos de ácido aspártico), previamente expresadas en el citosol como pro-caspasas, lo que 
desencadena la fragmentación de DNA y formación de cuerpos apoptóticos (Del Re et al., 
2019; Whelan et al., 2010). Como se describirá más detalladamente en los siguientes ítems, la 
apoptosis puede desencadenarse por estímulos externos como pueden ser citoquinas y 
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componentes inflamatorios, señales hormonales, radiación, entre muchos otros; o estímulos 
internos como carencia de ATP, aumento del estrés oxidativo y Ca2+, o daños del DNA, entre 
otros (Del Re et al., 2019; Whelan et al., 2010). Estos estímulos externos e internos describen 
dos cascadas de señalización, cascada extrínseca y cascada intrínseca, que finalizan en varios 
procesos necesarios para la apoptosis como son la ruptura del DNA, condensación de la 
cromatina, fragmentación del núcleo y la membrana nuclear, y formación de los cuerpos 
apoptóticos (Del Re et al., 2019; Whelan et al., 2010).  
Además de la muerte celular que puede suceder tanto a los cardiomiocitos como los no-
cardiomiocitos, las células apoptóticas son reemplazadas por tejido fibrótico, aumentando la 
cantidad de tejido conectivo en el corazón. La fibrosis se ha descripto en la progresión de varias 
enfermedades crónicas (Asbun Juan & Villarreal Francisco J., 2006; Gulati et al., 2013; 
Querejeta Ramón et al., 2004). Principalmente se observa en estadios avanzados de la 
patología, y en la DM se ha relacionado con una fracción de eyección disminuida (van 
Heerebeek et al., 2008). 
3.1.1.  Vía apoptótica Tipo I-Cascada extrínseca de apoptosis 
Como mencionamos anteriormente la cascada apoptótica extrínseca, comienza con estímulos 
externos, y normalmente se ve asociada a procesos inflamatorios, que son los responsables de 
iniciarla. Estos estímulos externos pueden activar un tipo de receptores conocidos como 
receptores de muerte. Existen distintos tipos receptores entre los que se encuentra el receptor 
Fas (FasR), que une al ligando Fas (FasL), y los receptores TNF-R1 a los que se une el factor 
de necrosis tumoral (TNF, de inglés tumoral necrosis factor). La unión de los ligandos a su 
receptor genera el reclutamiento de moléculas como FADD (del inglés Fas-associated via 
death domain) y TRADD (del inglés TNF-R1-associated death domain protein), entre otras. 
Estas moléculas, poseen un dominio de muerte, y son las encargadas de la traducción de la 
señal, formando el complejo inductor de muerte que recluta y activa a la caspasa 8 (Ashkenazi 
& Dixit, 1998; Whelan et al., 2010). La caspasa 8 es capaz de clivar y activar a la caspasa 3 
(Ilustración 3.1). Si bien estos pasos son los que se describen como vía extrínseca de la 
apoptosis, ésta necesita usualmente de una amplificación por la vía intrínseca. Esta 
amplificación ocurre mediante el clivaje de Bid (del inglés BH3-interacting domain death) por 
la caspasa 8. Las proteínas Bid, BIM (del inglés Bcl-2-interacting mediator of cell death), y 
PUMA (del inglés p53-upregulated modulator of apoptosis), entre otras, se encargan de activar 
a participantes de la vía intrínseca como Bax (del inglés Bcl-2-associated X) y Bak (del inglés 
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Bcl-2 homologous antagonist/killer), y de inhibir la activación de Bcl-2, una proteína anti-
apoptótica, favoreciendo las vías de señalización de muerte (Ilustración 3.1) (Del Re et al., 
2019). 
3.1.2.  Vía apoptótica tipo II-Cascada intrínseca de apoptosis 
La cascada intrínseca de la apoptosis, no necesariamente se desarrolla en presencia de procesos 
inflamatorios, ya que los estímulos ocurren dentro de la célula. Esta cascada ha sido descripta 
en el miocardio, y es de gran interés en procesos patológicos. Los estímulos internos que 
desencadenan la vía intrínseca incluyen aquellos que involucran una mala nutrición celular, el 
aumento del estrés oxidativo, alteraciones en el Ca2+ citosólico y/o disminución de ATP, lo que 
activa ciertos procesos en la mitocondria (Pezoa, 2012). Cuando se presentan estas condiciones 
de estrés, las mitocondrias se vuelven más permeables, debido a la activación y formación del 
mPTP (del inglés mitocondrial permeability transition pore), lo que genera la liberación de 
proteínas como el citocromo c, SMAC/DIABLO (del inglés second mitochondria-derived 
activator of caspase/direct IAP-binding protein with low PI), AIF (del inglés apoptosis 
inducing factor), endonucleasa G, facilitando la activación de las caspasas que llevarán a cabo 
varios procesos desencadenadores de la muerte celular (X. Wang, 2001). El citocromo c 
normalmente participa como uno de los complejos de la cadena transportadora de electrones 
(ETC, del inglés electron transpor chain) pero puede liberarse al citosol cuando hay señales de 
daño, lo que desencadena procesos deletéreos para el cardiomiocito. Cuando el citocromo c se 
libera al citosol puede unirse a APAF1 (del inglés factor apoptótico activador de proteasa 1). 
APAF1 es una proteína citosólica, que posee un dominio CARD (del inglés caspasa 
recruitment domain) (Zou et al., 1999). La unión de citocromo c a APAF1 genera la 
oligomerización de este último, lo que expone el dominio CARD y recluta y activa a la pro-
caspasa 9. La unión de la caspasa 9 genera la formación del apoptosoma, que puede reclutar a 
la pro-caspasa 3 y 7 (J. Rodriguez & Lazebnik, 1999). La activación de las caspasas 3 y 7 
generan diferentes procesos como la condensación y fragmentación del DNA, finalizando en 
la formación de los cuerpos apoptóticos (X. Wang, 2001) (Ilustración 3.1). 
Por otro lado, cuando se libera el citocromo c de la mitocondria, también se libera endonucleasa 
G, AIF, y SMAC/DIABLO que facilitan la apoptosis. La proteína SMAC posee cuatro residuos 
de aminoácidos (Ala-Val-Pro-Ile) que unen al dominio BIR3 de XIAP (del inglés X 
chromosome encoded IAP) similar a la secuencia de unión a XIAP de la caspasa-9 activa (Ala-
Thr-Pro- Phe). La secuencia XIAP de la caspasa 9, sólo queda expuesta cuando ésta se 
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encuentra activa. Cuando XIAP se expone, IAP puede unirse a la caspasa 9 e inhibir la 
apoptosis. Esta inhibición disminuye al liberarse SMAC que compite con IAP por el sitio de 
unión en la caspasa 9 (Srinivasula et al., 2001; X. Wang, 2001). Cuando AIF es liberado de la 
mitocondria, puede translocarse al núcleo y causar condensación de la cromatina (Susin et al., 
1999). La endonucleasa G es una proteína de 30 kDa que al liberarse de la mitocondria tiene la 
capacidad de fragmentar el DNA nuclear colaborando con los procesos finales de la cascada 
intrínseca (L. Y. Li et al., 2001) (Ilustración 3.1).  
 
Ilustración 3.1. Esquema de las vías apoptóticas: Extrínseca e Intrínseca.  
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La apoptosis puede desencadenarse por una vía extrínseca (recuadro rosa) o una vía 
intrínseca (recuadro violeta). La vía extrínseca se activa a través de ligandos externos como 
FasL (Fas ligando) y TNFα (tumoral necrosis factor α) sobre receptores de muerte (Rc 
muerte), mientras que la vía intrínseca involucra a la mitocondria que se activa por estímulos 
internos como aumento de especies reactivas del oxígeno (ROS), exceso de Ca2+ o falta de 
ATP. CitC: citocromo c, APAF: factor apoptótico activador de proteasa, Bak: Bcl-2 
homologous antagonist/killer, Bax: Bcl-2-associated X (proteína pro-apoptótica), 
SMAC/DIABLO: second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP-binding 
protein with low PI, IAP: inhibitor of apoptosis, AIF: apoptosis inducing factor, EndoG: 
endonucleasa G, FasL: Fas ligando, FADD: Fas-associated via death domain, Bid: BH3-
interacting domain death, BIM: Bcl-2-interacting mediator of cell death, Bcl-2: B cell 
leukemia/lymphoma-2 (proteína anti-apoptótica). 
 
3.1.3.  Muerte celular en la CMD 
En la CMD, se producen una variedad de eventos en simultáneo que afectan al corazón, entre 
ellos la muerte celular. Tanto en pacientes como en modelos animales de falla cardiaca se ha 
evidenciado DNA fragmentado, que como se mencionó es uno de los procesos finales que 
ocurren luego de la activación de las caspasas, para generar los cuerpos apoptóticos (Olivetti 
et al., 1997; Wencker et al., 2003). La cascada de señalización intrínseca de la apoptosis puede 
desarrollarse en condiciones fisiológicas, para eliminar células que necesiten ser removidas, o 
puede incrementarse en condiciones patológicas como eventos deletreos para el corazón. En la 
CMD se ha medido la apoptosis de cardiomiocitos en distintos modelos animales, a través de 
la evaluación de distintos pasos de las vías de apoptosis mencionadas. En modelos de DMT1, 
realizados mediante la inyección de STZ, se encontró un aumento en la relación Bax/Bcl-2 
utilizado como índice de apoptosis (Kumar et al., 2013; W. Wu et al., 2019), así como también 
se presentó aumento de la caspasa 3 y de núcleos con DNA fragmentado (W. Wu et al., 2019). 
En modelos de DMT2 también se visualizaron cambios en el DNA fragmentado, sumado a un 
incremento en la fibrosis dada por aumento del colágeno presente (J. Zhang et al., 2020). Por 
otro lado, en biopsias de aurícula de pacientes humanos, también se ha encontrado afectada la 
mitocondria y la vía intrínseca de la apoptosis, por aumento en la caspasa 9 (Anderson et al., 
2011).  
Además de la apoptosis, y su vía de señalización, los procesos de fibrosis también han resultado 
foco de estudio en modelos de DM y CMD (Fredersdorf et al., 2004; Russo & Frangogiannis, 
2016). El colágeno es utilizado para reemplazar el espacio que queda libre a causa de un la 
muerte celular, ya sea por necrosis o apoptosis, generando un aumento en el tejido fibrótico, 
no contráctil. Este proceso es de largo plazo, y genera que el corazón posea menos masa 
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contráctil y, por ende, menor función cardiaca. Para evaluar la fibrosis, es usual realizar 
medidas del colágeno tipo I y III, y utilizar la relación colágeno tipo I/III como índice de 
fibrosis, ya que son los dos tipos de colágenos más frecuentes en el corazón (Speiser et al., 
1991).  
Los estudios mencionados se realizaron en modelos animales y corazones humanos donde la 
DM se presenta como una enfermedad crónica, con procesos patológicos establecidos que 
generan alteraciones cardiacas.  
Los mecanismos por los cuales se ve incrementada la muerte celular en modelos de DM aún 
están en discusión. Se han descripto activaciones de receptores Rac1, una proteína que forma 
parte de las NADPH oxidasas y genera aumento de ROS (Shen et al., 2009). Otro mecanismo 
potencial es la activación directa del sistema renina-angiotensina, también relacionado con el 
incremento de estrés oxidativo en cardiomiocitos y células endoteliales de pacientes (Frustaci 
Andrea et al., 2000) y modelos murinos (Velez Rueda et al., 2012). También se ha demostrado 
un aumento en la sensibilidad al Ca2+ del mPTP y activación de caspasa 9 que promueven la 
apoptosis, lo que apoyaría la vía de señalización de apoptosis mediada por la mitocondria 
(Anderson et al., 2011).  
 
En modelos de estadios tempranos de diabetes se han encontrado alteraciones a nivel cardiaco, 
pero no se ha estudiado aún la muerte celular y los procesos de fibrosis. Acorde a los resultados 
de las ecocardiografías (ver Capítulo 2), en donde se observó una disfunción contráctil, se 
esperaría encontrar una reducción en el acortamiento de los cardiomiocitos aislados. Sin 
embargo, en el modelo de ratas tratadas con la DRF, al evaluar el acortamiento celular se 
observó un aumento en dicho parámetro. Esta discrepancia entre lo que ocurre en el corazón 
entero y en los cardiomiocitos aislados nos alentó a estudiar la muerte celular.   
De acuerdo con lo descripto y las vías posibles del daño cardiaco, el objetivo específico de 
este capítulo fue estudiar la muerte celular por apoptosis en los corazones de ratones 
prediabéticos.  
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3.2.  Materiales y Métodos 
3.2.1.  Determinación de la apoptosis por la técnica TUNEL 
Las medidas de apoptosis fueron realizadas mediante la técnica fluorescente de TUNEL (del 
inglés TdT-mediated dUTP-X nick end labeling). Como se comentó anteriormente, uno de los 
eventos finales de la apoptosis es la fragmentación del DNA por las DNAasas endógenas. La 
escisión del DNA puede producir roturas o mellas del DNA que pueden detectarse marcando 
los 3'-OH terminales libres con nucleótidos modificados en una reacción enzimática. La enzima 
terminal desoxinucleotidil transferasa (TdT) cataliza la polimerización independiente de la 
plantilla de desoxirribonucleótidos al extremo 3' del DNA monocatenario y bicatenario.  
La técnica fluorescente de TUNEL fue realizada mediante la utilización de un kit comercial (In 
Situ Cell Death Kit detection, TMR rojo, Roche, Mannheim, Alemania) (In Situ Cell Death 
Detection Kit, TMR Red 12156792910, n.d.). El kit de detección de apoptosis in situ TMR rojo 
contiene la enzima TdT y TMR-dUTP, por lo que durante el periodo de incubación la TdT 
cataliza la adición de TMR-dUTP en grupos 3'-OH libres en el DNA monocatenario y 
bicatenario presentes en el tejido, que luego son evidenciados mediante microscopía de 
fluorescencia. 
Para la medida, los corazones de los distintos grupos experimentales fueron extraídos, y se 
obtuvieron finas láminas de ventrículo izquierdo, para fijarlas en ρ-formaldehído al 4 %. 
Luego, las secciones fueron desparafinadas, deshidratadas e incubados con proteinasa K para 
la recuperación de antígenos. Después de lavar con PBS-Tween 20 al 0,5 %, los portaobjetos 
fueron incubados con la mezcla de reacción, que contiene los nucleótidos modificados (TMR-
dUTP) y la enzima TdT. Posteriormente, las muestras fueron lavadas y contra teñidas con 5 
μg/ml de DAPI (4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride; Invitrogen Life 
Technologies) (DAPI 4′,6-Diamidine-2′-Phenylindole Dihydrochloride, n.d.). El reactivo 
DAPI aumenta alrededor de 20 veces su fluorescencia cuando se une a los nucleótidos adenina-
timina del DNA doble cadena, lo que permite la marcación de núcleos.  
Las imágenes de las células positivas fueron obtenidas con un microscopio confocal (Olympus 
FV-1000, Japón), usando un objetivo 40x con apertura numérica de 0,95. Los núcleos 
apoptóticos fueron contabilizados en 10 campos al azar para cada situación experimental, 
representando 4×105 μm2 del tejido ventricular por cada muestra, mediante el análisis de 
imágenes de software v6.3 Olympus cell Sens (CellSens | Software de Procesamiento de 
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Imágenes | Soluciones Olympus Life Science, n.d.). Los resultados fueron expresados como 
porcentaje de núcleos TUNEL positivos relacionados con el número total de células.  
3.2.2.  Determinación de apoptosis mediante western blot 
La determinación de apoptosis mediante la medida de expresión de proteínas por western blot 
(ver APENDICE I en la sección de Western blot) fue realizada a través del uso de anticuerpos 
contra la proteína Bax, pro-apoptótica, y Bcl-2, una proteína anti-apoptótica, utilizando a 
GAPDH como control de carga. Se calculó la relación Bax/Bcl-2 como índice apoptótico a 
través de la relación entre los promedios de expresión obtenidos para ambas proteínas. 
3.2.3.  Determinación de colágeno 
La red de colágeno que contiene el corazón se encuentra principalmente formada por fibras de 
colágeno tipo I y tipo III. Alrededor de un 85 % de las fibras se corresponden con colágeno 
tipo I que principalmente aportan rigidez, y alrededor de un 15 % de colágeno tipo III que 
aportan elasticidad (Speiser et al., 1991). Las medidas de colágeno tipo I y III, y la relación 
tipo I/III se han utilizado para evaluar la presencia de fibrosis, encontrándose un aumento de la 
misma en el tejido cardiaco de animales diabéticos (Fredersdorf et al., 2004; Querejeta Ramón 
et al., 2004; Russo & Frangogiannis, 2016). Para evaluar los cambios en el colágeno producidos 
en el modelo de prediabetes, secciones de tejido cardiaco fueron teñidas con Picrosirius Red y 
visualizadas en un microscopio con luz polarizada (Montes, 1996). Para ello, las secciones del 
corazón fueron desparafinadas, e hidratadas mediante etanol graduado (concentraciones de 
etanol decrecientes). Luego, el preparado fue teñido por una hora con una solución 0,1 % de 
Sirus Red (Direct Red 80, Aldrich, Milwaukee, WI, USA) disuelto en una solución saturada de 
ácido pícrico. Las secciones de tejido fueron lavadas y se les realizó una contra tinción con 
hematoxilina. 
Para la cuantificación, en cada imagen del tejido se realizó un análisis con el software v6.3 
Olympus cell Sens (CellSens | Software de Procesamiento de Imágenes | Soluciones Olympus 
Life Science, n.d.). Se seleccionó el rango de amarillo a rojo para el colágeno tipo I y una gama 
de verdes para el colágeno tipo III. Se midió la área ocupada por ambas estructuras y su relación 
(colágeno tipo I/tipo III), expresándolas en porcentaje respecto del área total de ambos 
colágenos. Para homogeneizar la gama de colores que identifica cada tipo de colágeno, se 
aplicó una máscara azul claro para colágeno I y una máscara amarilla para colágeno III en las 
imágenes originales.  
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3.3.  Resultados 
3.3.1.  Apoptosis en el corazón prediabético 
La apoptosis se evaluó mediante la técnica de TUNEL, como se explicó en Determinación de 
la apoptosis por la técnica TUNEL, que marca los núcleos que poseen DNA fragmentado 
mediante fluorescencia roja. En la Figura 3.1.a se muestra de arriba hacia abajo una fotografía 
representativa del tejido cardiaco con la marcación con TUNEL, la marcación de núcleos 
totales mediante el uso de DAPI y la mezcla de ambas en el tejido, para un corazón de ratón 
tratado con DC y otro con DRF. En el gráfico de barras se muestran los datos promedio 
obtenidos de la cuantificación de los núcleos TUNEL positivo respecto de los núcleos totales. 
Como puede observarse en las imágenes representativas y en el gráfico de barras, los corazones 
de animales tratados con DRF presentaron un aumento en los núcleos apoptóticos. En la Figura 
3.1.b se muestra el cálculo del porcentaje de núcleos apoptóticos en los distintos tejidos 
analizados, tomando tres rangos de porcentaje de apoptosis; 0, 0 a 0.03 y mayor a 0.3. Estos 
resultados muestran que en los corazones de ratones tratados con DRF se presentó un aumento 
de tejido con mayor rango de apoptosis (verde oscuro, ˃ 0.03%) para DRF, mientras que 
disminuyó el número de tejido que no presentaron apoptosis (gris, 0 %) respecto de DC. 
 
Figura 3.1. Aumento de la apoptosis en los corazones prediabéticos.  
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A, Imagen representativa del tejido cardiaco de animales WT DC y DRF, utilizando la técnica 
de TUNEL, que marca los núcleos apoptóticos (en rojo, señalados con flechas blancas) debido 
al DNA fragmentado, junto con los resultados promedio ± SEM en los gráficos de barra, donde 
se observa un aumento de los núcleos TUNEL positivos respecto al total de núcleos (marcados 
con DAPI) en los corazones prediabéticos. B, gráfico de barras donde se muestra el porcentaje 
de tejidos que presentaron apoptosis en los rangos de 0, 0 - 0.03 y mayor a 0.3 %. Se presentó 
un aumento en el porcentaje de tejidos que tuvieron apoptosis en alta proporción (rango de 
0,3 %) en los animales DRF respecto de los DC. WT: wild type, DC: dieta control, DRF: dieta 
rica en fructosa. * p < 0,05, n = 3-6. 
 
Para validar el aumento de apoptosis medido por la técnica de TUNEL, se utilizó la medida de 
proteínas de la cascada apoptótica por western blot (para más detalle ver la sección Western 
blot). Para esto se midió la expresión de las proteínas Bax (pro-apoptótica) y Bcl-2 (anti-
apoptótica), en homogenatos de corazones de animales tratados con DC y DRF. A partir de la 
expresión se calculó la relación Bax/Bcl-2 que es considerado un índice de apoptosis. En la 
Figura 3.2, se muestra los resultados obtenidos para la relación Bax/Bcl-2, donde puede 
observarse un aumento de la misma en los corazones de animales tratados con la DRF respecto 
de los DC.  
 
 
Figura 3.2. Relación Bax/Bcl-2 como 
índice apoptótico.  
Fotos representativas de los blots para las 
proteínas Bax (pro-apoptótica) y Bcl-2 
(anti-apoptótica), utilizando GAPDH como 
normalizador de carga, junto con el gráfico 
de barra de los datos promedio obtenidos. 
Se observó un aumento en la apoptosis de 
los corazones de animales prediabéticos a 
través del aumento en la relación Bax/Bcl-
2. DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa, Bax: Bcl-2-associated X. Bcl-2: B 
cell leukemia/lymphoma-2. * p < 0,05, n = 
3 - 5.  
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3.3.2.  La fibrosis en el corazón prediabético no se vio alterada 
Para la medida de fibrosis se tiñó el tejido cardiaco mediante el uso de Picrosirus Red como se 
menciona en los materiales y métodos (Determinación de colágeno). Esta marcación muestra 
el porcentaje de colágeno tipo I y tipo III que rodea al tejido cardiaco, que es de utilidad para 
evidenciar si hay aumento del tejido fibrótico. En la Figura 3.3.a se muestran imágenes 
representativas de la marcación de colágeno tipo I (rango de rojo al amarillo) y III (rango del 
verde) en tejido de animales WT tratados con DC y DRF. Para optimizar el contraste y 
favorecer la visualización de las imágenes, se utilizó una máscara celeste para la selección del 
colágeno tipo I y una máscara amarilla para el colágeno tipo III, en un fondo negro (Figura 
3.3, derecha). La Figura 3.3.b muestra los resultados promedio obtenidos, donde se expresan 
los tipos de colágeno en porcentaje del total. Puede observarse que no hay cambios en la 
producción de colágeno en el tejido cardiaco, lo que indica que en los corazones prediabéticos 
no presentan un aumento en la fibrosis cardiaca. 
 
Figura 3.3. La prediabetes no modifica los tipos y el porcentaje de colágeno en el tejido 
cardiaco.  
A, Fotografías representativas del análisis de colágeno en tejido cardiaco de animales WT, 
DC y DRF, utilizando la tinción de Picrosirus Red. Mediante el uso de microscopía de luz 
polarizada se identificaron las fibras de colágeno tipo I como rojas o amarillas y las de 
colágeno tipo III en verde. Para homogenizar el rango de colores e identificar los distintos 
tipos de colágeno se utilizó una máscara de color celeste para las fibras de colágeno tipo I y 
amarillo para las fibras de colágeno tipo III. B, Gráfico de barra de los datos promedio del 
porcentaje de cada colágeno en el tejido cardiaco de cada grupo. DC: dieta control, DRF: 
dieta rica en fructosa. * p < 0,05, n = 3–5 animales por grupo.   
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3.4.  Conclusión y discusión 
Como conclusión de este capítulo se desprende que hay un aumento de la apoptosis en los 
corazones prediabéticos, debidos a un aumento en los núcleos apoptóticos de cardiomiocitos y 
disminución de la relación Bax/Bcl-2 en los homogenatos de los corazones con DRF respecto 
a los DC.  
Los valores de las relaciones de colágeno tipo I y colágeno tipo III calculadas a partir de la 
tinción por Pricosirus Red no indicó un cambio que permita afirmar un aumento significativo 
de la fibrosis en los corazones prediabéticos respecto de los corazones de ratones DC.  
La apoptosis cardiaca ha sido estudiada en distintos modelos de DM que desarrollan múltiples 
alteraciones a nivel cardiaco (Kumar et al., 2013; W. Wu et al., 2019), sin embargo, no se había 
demostrado previamente un aumento en la muerte celular por apoptosis en modelos de 
prediabetes. Este estudio indica, que previo a la DM manifiesta y la progresión de la 
enfermedad que desencadena la CMD, ya se presentan alteraciones a nivel cardiaco que 
promueven la muerte de los cardiomiocitos.  
Por otro lado, si bien en la CMD se ha descripto la presencia de fibrosis (J. Zhang et al., 2020), 
no se encontró aumentada en el modelo de prediabetes. Este hecho, puede estar asociado a que 
el modelo de prediabetes es un estadio temprano de diabetes, con alteraciones que posiblemente 
sean los primeros pasos del desarrollo de las demás alteraciones cardiacas observadas con el 
avance de la patología. A su vez, la fibrosis es un proceso irreversible, en donde se pierde masa 
del miocardio, ya que se intercambia por tejido conectivo, generando un corazón rígido. En el 
modelo de prediabetes, esto no ocurre, dando la idea de que en estadios tempranos de la 
diabetes aún hay posibilidades de revertir las alteraciones cardiacas y mejorar la actividad 
cardiaca tratando la enfermedad metabólica.  
Finalmente, el hecho de que haya apoptosis, sin aumento en el tejido fibrótico puede indicar el 
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Capítulo 4. Manejo del calcio en el 
corazón prediabético  
 
4.1.  Introducción 
El corazón es un órgano activo que se contrae en promedio, 80 veces por minuto en el humano 
y alrededor de 600 veces por minuto en el ratón, para lo cual un adecuado manejo del Ca2+ es 
fundamental para el buen funcionamiento del ECC. Como se mencionó en el Capítulo 1, 
durante el ECC, se genera la entrada de Ca2+ hacia la célula que activa a los RyR2 del RS, y 
produce la liberación masiva de Ca2+ al citosol que producirá la contracción. La apertura de 
algunos RyR2 puede producir una liberación de Ca2+ como chispas o sparks, mientras que, 
durante cada latido, se producen un gran número de chispas simultáneas y sincronizadas que 
generan el transitorio de Ca2+.  
Luego, durante la relajación, el Ca2+ es retomado por la SERCA2a para volver a cargar el RS 
y también es extruido de la célula por el NCX (Bers, 2002). Es así como el ion Ca2+ cumple 
una función sumamente importante en el cardiomiocito. Tanto en el ECC como en su 
regulación, existen varios canales y enzimas involucrados en proporcionar un manejo de Ca2+ 
adecuado para las condiciones fisiológicas. El ECC se ha descripto alterado en diferentes 
situaciones patológicas, como arritmias, insuficiencia cardiaca, isquemia y reperfusión, entre 
otras (Kubalova et al., 2005; Sommese et al., 2016; Valverde et al., 2019). Además, se ha visto 
relacionado con mecanismos deletéreos producidos en el corazón como la apoptosis celular 
(Lehnart et al., 2005). 
Debido a que las alteraciones en el ECC pueden deberse a los canales involucrados o a las 
enzimas que regulan dichos canales, a continuación, se describirán los principales reguladores 
del manejo de Ca2+ intracelular en este mecanismo. 
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4.1.1.  Regulación de la liberación de calcio desde el RS 
Complejo RyR. La apertura de los RyR2 en simultáneo y de forma organizada genera la 
liberación de Ca2+ del RS de forma transitoria en cada latido. El RyR es un canal iónico 
formado por 4 monómeros de 565 kDa cada uno ensamblados para formar un homotetrámero 
(Takeshima et al., 1989; Van Petegem, 2015). Existen tres isoformas de RyR, que comparten 
el 65% de identidad de secuencia: RyR tipo 1, expresado predominantemente en músculo 
esquelético; RyR tipo 2, que corresponde a la isoforma cardíaca, y RyR tipo 3, expresado en 
varios tejidos, entre ellos el cerebro (Capes et al., 2011). Existen diferentes características entre 
las isoformas de los RyR que se ven reflejadas en su ubicación y función en el tejido. Dentro 
de estas características, se ha observado RyR1 y RyR2 requieren bajas concentraciones de Ca2+ 
para su apertura, pero se mantienen abierto por un corto período de tiempo, mientras los RyR3 
requieren concentraciones de Ca2+ mayores, pero presentan una tendencia a mantenerse en 
estado abierto por un tiempo más prolongado (Griswold, 2011; Sutko & Airey, 1996). 
En la porción citosólica, el canal contiene múltiples dominios regulatorios, como sitios de 
unión para sensores de energía (ATP, ADP y AMP), Pi, metabolitos como piruvato, ácidos 
grasos y poliaminas e iones (Mg2+, H+ y Cl-) (Fill & Copello, 2002; Zucchi & Ronca-Testoni, 
1997). El sitio de unión para Ca2+ se encuentra en el dominio central del canal e implica el 
extremo carboxi-terminal de este dominio (Murayama et al., 2018). Este complejo también está 
regulado y modulado por una amplia gama de proteínas que involucran PKA, PKG, PKC, 
CaMKII, fosfatasas (como fosfatasa 1 y 2A: PP-1 y PP-2A), S100A, Sorcina y fosfodiesterasa 
(PDE4D) que están conectados al canal, ubicadas cerca de sus sitios blanco en el RyR2 
(Ilustración 4.1)  (Lehnart et al., 2005; Marks, 2002).  
Las quinasas tienen la capacidad de fosforilar al RyR2 en sitios como Ser2808 (PKA y CaMKII), 
Ser2030 (PKA, PKG, PKC) y Ser2814 (CaMKII), generando la apertura del canal y salida de Ca2+ 
del RS. Las fosfatasas PP-1 y PP-2A hacen lo opuesto al defosforilar estos sitios. Sorcina se ha 
descripto como una proteína inhibidora del RyR2 en el lado citoplasmático, que a su vez puede 
ser regulada e inhibida por PKA (Farrell et al., 2003). S100A inhibe al RyR2 en el lado 
citosólico dependiendo de los niveles de Ca2+ (Völkers et al., 2007). PDE4D se ubicada cerca 
del RyR2 y puede modular la fosforilación del RyR2 en el sitio Ser2808 por PKA (Lehnart et 
al., 2005).  
En la porción luminal también puede regularse por varias proteínas, entre las más importantes 
se encuentra la calsecuestrina 2 (CSQ2). CSQ2 actúa como buffer de Ca2+, y también media la 
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capacidad de respuesta del RyR2 al Ca2+ luminal, sirviendo como un sensor de Ca2+ (I. Györke 
et al., 2004; S. Györke & Terentyev, 2008). Esta función se realiza a través de interacciones 
proteína-proteína con juntina y triadina (Shin et al., 2000; L. Zhang et al., 1997). Junctina es 
una proteína transmembrana de 26 kDa que forma un complejo con triadina, CSQ2 y RyR2, y 
se ha propuesto que está en contacto directo con el RyR2 funcionando como un anclaje para 




Ilustración 4.1. Esquema del RyR2.  
Esquema del RyR2 en donde se muestran los distintos sitios de acción de quinasas, fosfatasas 
y unión de metabolitos. El RyR2 es un tetrámero que posee un lado citosólico (superior en la 
figura) y un lado luminal (inferior en la figura), cara al retículo sarcoplasmático (RS, 
esquematizado en color amarillo). En la cara citoplasmática el RyR2 puede ser fosforilado por 
las quinasas PKA, PKG, PKC, CaMKII en los sitios serina 2808, 2030, y 2814 (flechas negras), 
lo que aumenta la actividad del canal. También puede ser defosforilado por PP-1 y PP-2A 
(flecha roja), lo que disminuye su actividad. Posee los sitios de unión a metabolitos como ADP, 
AMP, ATP, CaM, y la unión a Ca2+, casi ubicada en el centro del canal (en rojo). Por otro 
lado, el RyR2 también puede disminuir su actividad por la acción de enzimas como Sorcina o 
S100A (flecha roja), o ser modulado por enzimas como la PDE4D. En el lado luminal el RyR2 
puede ser modulado por el contenido de Ca2+ del RS, que a su vez se encuentra censado por 
CSQ2, que se une a juntina y triadina, para regular la apertura de RyR2 en condiciones de 
alto Ca2+. Los círculos rojos esquematizan el Ca2+ en el RS. PDE4D: fosfodiesterasa 4, CaM: 
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calmodulina, PKA: proteína quinasa A, PKC: proteína quinasa C, PKG: proteína quinasa G, 
CaMKII: enzima dependiente de Ca2+/CaM quinasa II, CSQ2: calsecuestrina, PP-1: proteína 
fosfatasa 1, PP-2A: proteína fosfatasa 2A, RS: retículo sarcoplasmático. 
 
Modificaciones postraduccionales. La probabilidad de apertura del RyR2 y su afinidad por el 
Ca2+ puede aumentar o disminuir por modificaciones postraduccionales, como las 
fosforilaciones, defosforilaciones, oxidaciones, etc. Para el estudio de la fosforilación, como 
principal modificación postraduccional, en los distintos sitios descriptos se han generado 
animales transgénicos, en los que se produce el cambio de un aminoácido que imposibilita o 
aumenta la fosforilación de dicho sitio. Por ejemplo, los ratones transgénicos S2814D (Van 
Oort et al., 2010) poseen el sitio Ser2814 del RyR2 mutado a aspartato y, por lo tanto, el RyR2 
se encuentra pseudofosforilado de forma constitutiva; mientras los ratones S2814A (Chelu et 
al., 2009) poseen el sitio Ser2814 del RyR2 mutado a alanina y, por lo tanto, el RyR2 no puede 
ser fosforilado en ese sitio. La pseudofosforilación del RyR2 produce un aumento en la 
actividad máxima de apertura del RyR2 (Cely-Ortiz et al., 2020), mientras la inhibición de la 
fosforilación disminuye la probabilidad de apertura (P0) del canal. Cabe destacar que la 
fosforilación del canal modula el efecto de Ca2+ en el RyR2 sin tener la capacidad inherente 
para abrir o cerrar el canal per se (Camors & Valdivia, 2014). Hasta el momento, se han 
identificado tres sitios de fosforilación para los RyR2, en una secuencia relativamente corta, 
conocida como “hot spot”. Allí los sitios pueden ser fosforilados por varias quinasas, lo que 
cambia el sitio consenso para otras. Este hecho implica que los sitios estudiados de forma 
aislada pueden modificar su comportamiento en una situación fisiopatológica donde varias 
quinasas y fosfatasas estén activas. Los sitios de fosforilación actualmente identificados son: 
Ser2808, Ser2814 y Ser2030. El sitio Ser2808 (Ser2808 en ratón y Ser2809 en humanos y nomenclatura 
canina del RyR2) fue descrito por primera vez como un sitio de fosforilación por CaMKII (P. 
Rodriguez et al., 2003; Witcher et al., 1991) (Ilustración 4.1). Más estudios de estos, 
demostraron que son sitios blanco para PKA, CaMKII y posiblemente para PKG (Carter et al., 
2006; Fischer et al., 2013; P. Rodriguez et al., 2003; Stange et al., 2003).  
El sitio Ser2814 se ha descripto como sitio blanco exclusivo de CaMKII (X. H. Wehrens et al., 
2004). Confirmando estos estudios, al realizar experimentos de canal único en bicapa lipídica, 
la P0 de RyR2 se encontró aumentada cuando se producía la fosforilación por CaMKII (Lokuta 
et al., 1995; Yang et al., 2007) sin cambios ante una activación de PKA (X. H. Wehrens et al., 
2004). Además, la activación o sobreexpresión de CaMKII se ha visto asociada con el efecto 
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inotrópico positivo producido por los estímulos β adrenérgicos (Ferrero et al., 2007), el 
aumento de la frecuencia de sparks de Ca2+ (T. Guo et al., 2006) y la susceptibilidad a las 
arritmias (Mazzocchi et al., 2016; Sommese et al., 2016; Valverde et al., 2019). En cambio, en 
los animales transgénicos S2814A mencionados anteriormente, que no pueden ser fosforilados 
por CaMKII, se evita la producción de arritmias (Mazzocchi et al., 2016; Van Oort et al., 2010). 
El sitio Ser2030 fue caracterizado como sitio blanco de PKA con una técnica clásica de mapeo 
de epítopes fosforilables (B. Xiao et al., 2005). En cardiomiocitos quiescentes el RyR2 parece 
no ser fosforilado por completo (Huke & Bers, 2008), mientras bajo estímulos β-adrenérgicos, 
donde PKA se encuentra activa, aumenta su fosforilación. Por este motivo, se sugiere que el 
sitio Ser2030 es fosforilado por PKA activada bajo condiciones de estímulos β-adrenérgicos (B. 
Xiao et al., 2006). De hecho, hace unos años se ha propuesto necesaria la fosforilación en este 
sitio para completar el efecto β-adrenérgico (Potenza et al., 2019), para lo que se utilizaron 
animales en donde se abolió la fosforilación del sitio Ser2030 al reemplazar el residuo serina por 
alanina (animales S2030A). 
Además de ser fosforilado, el RyR2 puede ser desfosforilado en estos sitios por fosfatasas, lo 
que contrarresta el efecto mencionado para la fosforilación. La activación de la fosfatasa PP-1 
(del inglés protein phosphatase 1) reduce las pérdidas de Ca2+ y las arritmias que se ven 
incrementadas en la falla cardiaca, sin cambios significativos en el contenido del RS y la 
contractilidad cardiaca, por su acción sobre RyR2 (Fischer et al., 2018). 
Otra modificación postraduccional estudiada para el RyR2 es la oxidación. El RyR2 posee 89 
residuos cisteínas (Cys) por cada subunidad de 560 kDa, dando un total de 356 Cys en todo el 
complejo. De estas Cys, aproximadamente 84 se encuentran expuestas y pueden ser oxidadas 
(Meissner, 2004; L. Xu et al., 1998). La oxidación de las cisteínas en general incrementa la P0 
de canal, mientras los agentes reductores producen un efecto opuesto (Marengo et al., 1998; 
Sun et al., 2008; L. Xu et al., 1998). Sin embargo, condiciones de estrés oxidativo severas 
pueden causar una apertura persistente e irreversible de los RyR2 (L. Xu et al., 1998), 
aumentando la pérdida de Ca2+ del RS y generando así efectos deletéreos en el corazón. 
Además de la oxidación directa del canal, se ha descripto que la NADPH oxidasa 2 (NOX2), 
que se encuentra predominantemente en los túbulos-T y las membranas del RS en los 
cardiomiocitos, pueden generar la activación del canal a través de la acción CaMKII 
(Palomeque et al., 2009).  
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Por último, hay otras proteínas reguladoras asociadas al RyR2 como son HRC (del inglés 
histidine-rich Ca2+ binding protein), que interactúa con triadina en condiciones altas de Ca2+ 
en el lúmen del RS (Sacchetto et al., 1999); FKBP12.6, es una peptidil-proil cis/trans-isomerasa 
asociada al RyR2 en una estequiometria 4:1, que se reconoce como una proteína estabilizadora 
del complejo RyR2 aunque su rol aún es tema de discusión (Doi et al., 2002; Timerman et al., 
1996; J. Xiao et al., 2007); y Sorcina y S100A, que ya fueron mencionadas, pueden inhibir a 
RyR2 del lado citosólico (Farrell et al., 2003), (Kiewitz et al., 2003). 
4.1.2.  Regulación de la recaptación de Ca2+ por el RS 
Bomba SERCA. La recaptación de Ca2+ hacia el RS en el cardiomiocito está dada por la 
proteína SERCA2a, una bomba que utiliza ATP para transportar dos iones Ca2+ desde el citosol 
hacia el lumen del RS intercambiando 3 H+ en este pasaje.  
Existen 3 isoformas de SERCA; SERCA1, SERCA2 y SERCA3. La isoforma SERCA1 a su 
vez tiene dos variantes, SERCA1a y 1b, que se expresan en músculo esquelético. La SERCA2a 
presenta 2 variantes SERCA2a y 2b; la variante SERCA2a se expresa en corazón y músculo 
esquelético y la SERCA2b es ubicua. Por último, la SERCA3 se encuentra en musculo liso y 
en varias células no musculares (Kranias Evangelia G. & Hajjar Roger J., 2012; Primeau et al., 
2018). La estructura de SERCA se encuentra alrededor de un 75% conservada entre las 
isoformas, sin embargo, existen variaciones entre ellas que llevan a que tengan diferente 
afinidad y velocidad de retoma de Ca2+. SERCA1 y SERCA2a poseen una afinidad intermedia, 
pero alta velocidad de recaptación de Ca2+, mientras SERCA2b posee alta afinidad y baja 
velocidad, y SERCA3 posee baja afinidad y baja velocidad de retoma de Ca2+ (Periasamy & 
Kalyanasundaram, 2007). 
En lo que respecta a SERCA2a, la isoforma cardiaca, está formada por una cadena proteica que 
posee 4 dominios: uno transmembrana, que forma el poro que permite el pasaje de Ca2+ al 
lumen del RS, y tres dominios citosólicos, que permiten su fosforilación, la unión de 
nucleótidos y su activación (Primeau et al., 2018).  
La regulación de SERCA2a está dada principalmente por PLN (fosfolamban), una proteína de 
22 kDa que en condiciones basales se encuentra desfosforilada y unida a SERCA2a (Tada et 
al., 1975). Cuando PLN se une a SERCA2a puede inhibir su actividad de forma alostérica 
(MacLennan & Kranias, 2003), mientras que cuando PLN es fosforilada, ya sea en el sitio Ser16 
por PKA o Thr17 por CaMKII, se produce un cambio conformacional que permite su separación 
de SERCA2a, lo que da como resultado un aumento en la actividad de la bomba (Lindemann 
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et al., 1983; Lindemann & Watanabe, 1985). Este aumento en la actividad de SERCA2a media 
el efecto inotrópico positivo por aumento del contenido de Ca2+ del RS, así como también posee 
un efecto lusitrópico positivo (aumento de la velocidad de relajación) por acelerar la 
disminución del Ca2+ citosólico (Kranias Evangelia G. & Hajjar Roger J., 2012).  
Modificaciones postraduccionales de SERCa2a y PLN. Se ha demostrado que el estrés 
oxidativo, ya sea por aumento de ROS o de especies reactivas del nitrógeno (RNS), reduce la 
contractilidad y disminuye las reservas de Ca2+ del RS, debido a la inhibición de SERCA2a 
(Kaplan et al., 2003; Morris & Sulakhe, 1997). De hecho, varias patologías que cursan con un 
aumento de estrés oxidativo presentaron una reducción de la actividad de SERCA2a y de la 
contractilidad. (Balderas-Villalobos et al., 2013; Cohen & Adachi, 2006). 
El óxido nítrico (NO) puede activar a la SERCA2a mediante una vía independiente de GMP 
cíclico que implica la modificación directa de grupos tiol reactivos en la proteína. Por sí solo, 
el NO es un oxidante débil del grupo SH, sin embargo, en presencia de superóxido (O2-) da 
como resultado la formación de peroxinitrito (ONOO-). El ONOO- puede reaccionar con los 
grupos tiol de proteínas produciendo S-nitrosilaciones y S-glutationilaciones de residuos Cys 
y aumentar la actividad de la bomba (Adachi et al., 2004). Sin embargo, un aumento 
exacerbado de ONOO- nitrosila los grupos hidroxilo de SERCA2a, produciendo deterioro de 
la relajación cardíaca (J. L. Braun et al., 2019).  
La SERCA2a también se ha descripto regulada por otros procesos como la sumoilación, debida 
a SUMO1 (del inglés small ubiquitin-like modifier), la glicación, dada por los AGEs (productos 
finales de glicosilación) y por procesos de acetilación/desacetilación. Estos complejos pueden 
comprometer la actividad de la bomba al alterar los movimientos estructurales necesarios para 
trasladar Ca2+ desde el citosol hasta el lumen del RS (Bidasee et al., 2004).  
Como se mencionó previamente, el principal regulador de la actividad de SERCA2a es PLN 
(Tada et al., 1975). Mientras la desfosforilación de PLN reduce la afinidad de SERCA2a por 
Ca2+, la fosforilación hace lo opuesto. El estado de la fosforilación de PLN depende del 
equilibrio dinámico entre la actividad de las quinasas y fosfatasas, siendo PP-1 la principal 
fosfatasa del RS (Steenaart et al., 1992). La inhibición de PP-1 da como resultado un aumento 
fosforilación de PLN y activación de SERCA2a (Haghighi et al., 2015) (Ilustración 4.2).  
Una de las quinasas capaz de fosforilar a PLN es PKA. Se ha demostrado que durante un 
estímulo β-adrenérgico, PKA fosforila a PLN en el sitio Ser16 y simultáneamente inhibe PP-1 
a través de la fosforilación de dos proteínas adicionales; inhibidor-1 (I-1) y la proteína de shock 
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térmico 20 (Hsp20, del inglés heat shock protein 20) (Qian et al., 2011). Por otro lado, sumado 
a la actividad de PKA, durante un estímulo β-adrenérgico también se activa CaMKII que es 
capaz de fosforilar a PLN en el sitio Thr17, en condiciones donde PP-1 se encuentra inhibida 
por PKA (Mundiña-Weilenmann et al., 1996) (Ilustración 4.2). Debido a que es necesaria la 
inhibición de PP-1 por PKA, la fosforilación de Thr17 no ocurre cuando solo se incrementa el 
Ca2+ intracelular sin activación de PKA (Mundiña-Weilenmann et al., 1996). 
Además, PLN puede ser modificada en presencia de ROS o RNS (Bigelow & Squier, 2005; 
Froehlich et al., 2008). Por ejemplo, hace unos años se ha comenzado a estudiar el componente 
nitroxilo (HNO), formado a partir de la reducción del NO. Se ha demostrado que esta molécula 
posee propiedades inotrópicas y lusitrópicas positivas en corazones caninos normales y 
defectuosos (Paolocci et al., 2003; Sivakumaran et al., 2013). Este efecto, en parte está dado 
por la regulación de HNO sobre PLN, ya que al utilizarlo se mejoró la actividad de SERCA2a 
(Froehlich et al., 2008). Asimismo, se ha sugerido que la S-nitrosilación de PLN en Cys36 y 
Cys41 modula la regulación de SERCA dependiente de PLN durante un estímulo β adrenérgico 
(Irie et al., 2015).  
Finalmente, varias proteínas reguladoras asociadas con PLN y SERCA2a que contribuyen al 
control de la bomba han sido estudiadas, como HRC (Arvanitis et al., 2007), que interactúa con 
SERCA2a y triadina en el lado luminal del RS, HAX-1 (del inglés cell-specific protein-1 (HS-
1) associated protein X-1) que inhibe la fosforilación de PLN del lado citosólico (Suzuki et al., 
1997), y S100A, que en su unión a SERCA2a dependiente del Ca2+ citosólico, aumenta la 
recaptación de Ca2+ y el contenido del RS (Kettlewell et al., 2005; Kiewitz et al., 2003) 
(Ilustración 4.2). 
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Ilustración 4.2. Esquema de regulación de la bomba SERCA2a.  
La bomba SERCA2a se encuentra principalmente regulada por la actividad de PLN. Cuando 
PLN se encuentra defosforilada se une a SERCA2a, inhibiendo la retoma de Ca2+ hacia el RS. 
PLN tiene dos sitios en lo que puede ser fosforilada; en Ser16 por PKA, y en Thr17 por CaMKII, 
lo que aumenta la retoma de Ca2+ por SERCA2a (flechas negras). Estos sitios también pueden 
ser defosforilados por PP-1, lo que disminuye la actividad de SERCA2a (flechas rojas). PP-1 
a su vez es inhibida por I-1 y Hsp20 (flechas rojas), ambas activadas por la acción de PKA 
(flechas negras). HAX-1 (del inglés HS-1 associated protein X-1) también participa de la 
regulación de SERCA2a inhibiendo la fosforilación de PLN. Los círculos rellenos rojos 
representan los iones Ca2+ y los círculos rellenos amarillo representan los iones H+. PKA: 
proteína quinasa A, I-1: Inhibidor 1, RS: retículo sarcoplasmático, PLN: fosfolamban, HAX-
1: proteína X-1 asociada a HS-1, CaMKII, enzima dependiente de Ca2+ y calmodulina quinasa 
II, Hsp20: proteína de shock térmico 20, PP-1: proteína fosfatasa 1. 
 
4.1.3.  Alteraciones del manejo del calcio en prediabetes 
En trabajos previos del grupo de laboratorio se ha estudiado el manejo de Ca2+ y sus 
alteraciones fueron relacionadas con la producción de arritmias cardiacas. En animales WT DC 
y prediabéticos, se realizaron electrocardiogramas (ECG) durante 30 minutos, y se observó que 
los animales WT DC poseían un ritmo sinusal normal mientras que ratones WT prediabéticos 
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evidenciaron aumento de eventos arritmogénicos como bradicardias y aumento de intervalos 
de tiempo del ECG (RR, QT y QTc) (Sommese et al., 2016). Además, después de una carga de 
Cafeína + Epinefrina, para desenmascarar posibles arritmias inducidas por estrés, los animales 
WT prediabéticos exhibieron transitoriamente al menos una de las siguientes alteraciones en el 
ECG; fibrilación auricular (FA), bloqueo auriculoventricular, taquicardia ventricular 
bidireccional, latidos ectópicos ventriculares, taquicardia ventricular sostenida y fibrilación 
ventricular (Sommese et al., 2016).  
En estos mismos estudios, se trató a ratas con la DC y DRF y se estudió el manejo del Ca2+ en 
cardiomiocitos aislados. El tratamiento con DRF generó alteraciones en el manejo de Ca2+ 
como aumento en el Fractional Release, que es la cantidad de Ca2+ liberada respecto del Ca2+ 
total contenido en el RS, junto con un aumento en la velocidad de recaptación de Ca2+. Además, 
al realizar el pulso de Cafeína para evaluar el contenido del RS se observó una disminución en 
el contenido de Ca2+ del RS en las ratas DRF respecto de las DC con un aumento en la actividad 
estimada de SERCA. Estos cambios en el manejo de Ca2+ se asociaron con pérdidas de Ca2+ 
espontáneas en cardiomiocitos de ratas DRF respecto de las ratas DC, que incluso se vieron 
exacerbadas cuando se inducía estrés en estos cardiomiocitos con isoproterenol (un estimulante 
β-adrenérgico) (Sommese et al., 2016).  
En este contexto de prediabetes en donde se observaron alteraciones en el manejo del Ca2+, que 
se relacionaron con arritmias cardiacas, el objetivo de este capítulo fue comprobar la 
hipótesis de que el manejo del Ca2+ citosólico se encuentra alterado en los ratones 
prediabéticos, siendo responsable de los mecanismos desencadenadores de la apoptosis 
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4.2.  Materiales y Métodos 
4.2.1.  Microscopia de epifluorescencia 
Los cardiomiocitos aislados fueron incubados con el indicador fluorescente Fura-2-AM (5 µM) 
por 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad para la medida de Ca2+ citosólico.  
El Fura-2-AM es un indicador sensible y afín al Ca2+, que posee una constante de disociación 
(KD) de 0,14 µM. La unión del extremo acetometil éster (AM) permite que el indicador 
atraviese la célula en las condiciones normales de carga. Una vez en el citoplasma el Fura-2 
queda retenido en la célula y deja de ser permeable, ya que las esterasas endógenas escinden 
este extremo AM. El Fura-2 posee doble excitación y simple emisión, siendo las dos longitudes 
de onda (λ) de excitación 380 nm (para el indicador libre) y 340 nm (para el indicador unido a 
Ca2+) generando una emisión única a λ = 525 nm. Esta característica permite obtener una 
emisión de fluorescencia dependiente del Ca2+ e independiente de la carga de indicador en la 
célula medida. 
En el uso de indicadores fluorescentes pueden presentarse problemas como: a) alta afinidad al 
Ca2+; altas concentraciones pueden funcionar como amortiguadores y generar cambios en el 
Ca2+ intracelular, influyendo por lo tanto en las medidas realizadas; b) compartimentalización 
del indicador en organelas; si bien este indicador en particular se une al Ca2+ citosólico, puede 
ocurrir que un porcentaje del mismo entre a distintos compartimentos celulares como al RS o 
mitocondrias; c) desesterificación incompleta del indicador; lo que hace que se registre señal 
fuera de la célula y contribuye a la fluorescencia insensible a Ca2+; d) autofluorescencia; los 
cardiomiocitos tienen autofluorescencia debido a la producción de compuestos como el 
NADPH, lo que contribuye a la fluorescencia medida (Grynkiewicz et al., 1985). Estos 
problemas pudieron mitigarse con el uso de cardiomiocitos aislados de ratones tratados con la 
DC, utilizándolos como referencia al analizar el Ca2+ para los cardiomiocitos aislados de 
ratones DRF. 
La fluorescencia de Ca2+ fue medida con un sistema de epifluorescencia (Ion Optix, Milton, 
MA). Luego de incubar los cardiomiocitos con el indicador, fueron lavados con una solución 
buffer HEPES (composición: 146.2 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 10 mM HEPES, 0.35 mM 
NaH2PO4, 1.05 mM MgSO4, 11 mM Glucosa, pH = 7.4) con el agregado de 1 mM CaCl2. Las 
células se colocaron en una cámara en un microscopio invertido (Nikon TE 2000-U) en la cual 
fueron perfundidas con la solución buffer HEPES con el agregado de 2 mM CaCl2, con un flujo 
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constante de 1 ml/min a temperatura ambiente (20 - 22 ºC) y estimulados a través de electrodos 
de platino a una frecuencia de 0,5 Hz. La fluorescencia del Fura-2 fue colectada como un índice 
del contenido de Ca2+ en el citosol. 
Además, se midió el acortamiento en estos cardiomiocitos por detección de bordes, mediante 
el uso de un equipo Ion Optix, que posee un detector de movimiento de video para este fin. En 
cada experimento se seleccionó que el cardiomiocito en estudio posea forma de bastón con 
sarcómeros definidos y se contrajera correctamente al estimularlo. Se registraron los cambios 
de Ca2+ y acortamiento por 3 minutos mientras se estimulaba la célula a 0,5 Hz.  
Una vez finalizados los 3 minutos de registro, se detuvo la estimulación eléctrica (para evitar 
la entrada de Ca2+ por los LTCC) e inmediatamente se realizó un pulso de Cafeína 15 mM 
(realizado en estado de quiescencia). La Cafeína induce la apertura de los RyR2 y bloquea la 
actividad de la SERCA2a del RS, lo que genera la liberación masiva de Ca2+ del RS e impide 
su retoma hacia el RS (Kong et al., 2008; Varro et al., 1993). El Ca2+ citosólico vuelve a valores 
diastólicos debido a la actividad del NCX, en condiciones de Na+ y Ca2+ normales. Esto nos 
permitió realizar una estimación del contenido de Ca2+ que posee el RS.  
Los registros obtenidos fueron guardados para su posterior análisis off-line en el programa Ion 
Optix Wizard. Mediante este se realizó un ajuste matemático de la curva promedio de varios 
transitorios según la ecuación: 
𝑓(𝑥) = 𝐴𝑒−𝑘𝑑𝑒𝑐𝑥 + 𝐵 
donde A es la amplitud del transitorio y B es la fluorescencia basal. A partir de este ajuste se 
obtuvieron los siguientes parámetros: Ca2+ basal, amplitud del transitorio de Ca2+ (Amplitud), 
amplitud del transitorio de Ca2+ respecto del Ca2+ basal (Amp%Bl), constante de decaimiento 
(kdec), utilizada para calcular velocidad de relajación (τ) del transitorio de Ca2+, que se 
corresponde con la kdec calculada al 67 % de la relajación y el t1/2 que es el tiempo que tarda en 
recaptarse el 50 % de Ca2+ liberado (Ilustración 4.3) (Webmaster, 2020). 
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Ilustración 4.3. Esquema de un transitorio de Ca2+ con los parámetros calculados.  
Bl: Ca2+ basal, Amplitud: Amplitud del transitorio de Ca2+, τ: tau o constante de decaimiento 
al 67 % de relajación, kdec: constante de decaimiento, t1/2: tiempo medio (que muestra el tiempo 
que tarda en recaptarse el 50% del Ca2+ liberado). 
 
Los mismos parámetros se midieron para la liberación de Ca2+ generada a partir del pulso de 
Cafeína. Para el acortamiento del cardiomiocito sólo se tuvo en cuenta la amplitud de 
acortamiento respecto de la longitud celular. 
La caída de los transitorios de Ca2+ se debe a la retoma de Ca2+ por la SERCA2a, al NCX 
funcionado en modo directo, y en menor medida a la captación de Ca2+ por la mitocondria a 
través del MCU y la extrusión por las ATPasas sarcolemales como se mencionó en el Capítulo 
1-Sección 1.5. Durante el transitorio generado por el pulso de Cafeína, la caída de señal de 
Ca2+ se debe principalmente al funcionamiento del NCX, debido a la inhibición de SERCA2a. 
Esto nos permitió estimar la actividad de la SERCA2a, restando el τ del pulso de Cafeína del τ 








donde κSERCA2a es la actividad estimada de SERCA2a, τ representa la velocidad de 
decaimiento del transitorio de Ca2+ inducido por estímulo eléctrico (CaiT) o del transitorio de 
Ca2+ inducido por Cafeína (Caf). 
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4.2.2.  Medida de liberaciones espontáneas de calcio 
Las células fueron cargadas con el indicador Fluo-3-AM 10 µM por 20 minutos en oscuridad 
a temperatura ambiente y luego se realizó un lavado en buffer HEPES con 2 mM CaCl2. El 
Fluo-3-AM es una sonda de simple excitación (λ = 506nm) y simple emisión (λ = 526nm), muy 
sensible a Ca2+, ya que posee una KD de 325 nM, y aumenta la emisión de fluorescencia cuando 
se une al mismo, lo que permite detección de cambios rápidos y de baja concentración de Ca2+, 
ideal para la medida de liberaciones espontáneas de Ca2+ como chispas o sparks y ondas de 
Ca2+. Como se mencionó para el Fura-2-AM, este indicador también posee un extremo 
acetometil éster que permite que atraviese la membrana celular y quede retenido en el 
citoplasma. 
Una vez cargadas las células, fueron perfundidas en una cámara conectada a un microscopio 
confocal Zeiss LSM 410, y se estimularon por un minuto a 0,5 Hz para abastecer al RS. Luego 
la liberación espontánea de Ca2+ fue medida en quiescencia y en confocalidad, en el modo 
barrido lineal durante 10 minutos, excitando con el láser de argón a 488 nm y colectando la 
fluorescencia por encima de 515 nm. Cada imagen obtenida consiste en líneas de 512 pixeles 
obtenidas en intervalos de 4 milisegundos. Las imágenes fueron visualizadas con el programa 
Image J utilizando el plugin Sparkmaster para medir las proporciones de los sparks de Ca2+. A 
partir de estas imágenes se midió la frecuencia de sparks (fsparks) por segundo por 100 µm, y la 
masa de cada spark (Mspark) teniendo en cuenta las siguientes formulas: 
 𝑓𝑠𝑝𝑎𝑟𝑘𝑠 =
𝑛º 𝑠𝑝𝑎𝑟𝑘𝑠
𝑠𝑒𝑔 𝑥 100µm 
                𝑀𝑠𝑝𝑎𝑟𝑘 = 𝐴𝑚𝑝 𝑥 𝐹𝑊𝐻𝑀 𝑥 𝐹𝐷𝐻𝑀 
donde Amp es igual a la Amplitud del spark, FWHM representa el ancho a la mitad de la 
amplitud máxima (por sus siglas en inglés full width at half-maximum amplitude), y FDHM es 
la duración a la mitad de la amplitud máxima (por sus siglas en inglés full duration at half-
maximum). La Ilustración 4.4 muestra estos parámetros. 
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Ilustración 4.4. Esquema representativo de las dimensiones de un spark. 
Esquema muestra las 3 dimensiones (3D) de un spark, donde la línea punteada verde 
representa la amplitud del spark, la línea punteada roja representa el ancho a la mitad de la 
altura máxima (FWHM, full width half-maximum amplitude) y línea punteada negra 
representa la duración a la mitad de la altura máxima (FDHM, full duration half-maximum 
amplitude). 
 
4.2.3.  Ensayos de unión de rianodina tritiada  
El ensayo de unión de rianodina tritiada ([3H]Ry) o binding de [3H]Ry, por sus siglas en inglés, 
fue llevado a cabo para evaluar la actividad del RyR2. El fundamento de esta técnica se basa 
en que el canal se encuentra cerrado a bajas concentraciones de Ca2+ y se abre sucesivamente 
a medida que aumenta el Ca2+ en el medio hasta que llega a un plateau máximo, en donde todos 
los canales se encuentran abiertos. El rango de concentraciones en el que esto ocurre se ha 
estudiado y normalmente se utiliza entre 10 nM y 100 µM Ca2+ libre. La rianodina se une al 
canal cuando el mismo se encuentra en estado abierto por lo que el aumento en la señal de 
[3H]Ry implica un aumento en la apertura de canales, obteniendo la actividad máxima o 
binding máximo a altas concentraciones de Ca2+. Al utilizar concentraciones de Ca2+ crecientes, 
si la curva de binding [3H]Ry presenta un plateau mayor, esto implica una mayor actividad 
máxima o Vmax del RyR2.  
Los homogenatos fueron preparados como se explica en Preparación de homogenato. y se 
determinaron las proteínas por el Método de Bradford como se detalla en el APÉNDICE I:.  
Para preparar las muestras para realizar el ensayo de binding de [3H]Ry los μl correspondientes 
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(ver 0 y 2.2.3. , respectivamente), fueron colocados en 50 μl buffer de binding (composición: 
200 mM KCl, 20 mM Na-HEPES, pH = 7.4). Conjuntamente se agregó el volumen de [3H]Ry 
(Perkin Elmer, Boston, MA, USA) para obtener una concentración de 6,5 nM, y suficiente 
CaCl2 y el quelante EGTA para que la relación final aporte una concentración de Ca2+ libre de 
10 nM, 100 nM, 316 nM, 1 μM, 3.16 μM, 10 μM, y 100 μM. La relación Ca2+/EGTA fue 
calculada con el programa MaxChelator 
(https://somapp.ucdmc.ucdavis.edu/pharmacology/bers/maxchelator/). Este preparado para 
cada tubo de reacción con una concentración de Ca2+ específica, se realizó por duplicado. En 
un tercer tubo de reacción se colocaron los mismos reactivos mencionados, pero en presencia 
de 20 μM rianodina sin marcador radioactivo (MP Biomedicals), para evaluar el pegado 
inespecífico. La reacción de binding de [3H]Ry fue incubada 2 horas en baño termostático a 37 
ºC y en agitación. Pasado el tiempo de incubación, se filtraron las soluciones mediante el uso 
de filtros Whatman (GF/B), remojados previamente con agua bidestilada. Los filtros fueron 
lavados 3 veces con agua bidestilada con el uso de un cosechador Brandel M24-R. Luego las 
muestras retenidas en los filtros fueron incubadas una noche con líquido de centelleo. 
Finalmente, el binding de [3H]Ry se determinó mediante la lectura en un contador de centelleo. 
Las curvas fueron normalizadas según la concentración de proteínas para calcular la Vmax. 
Para expresar y analizar los datos se utilizó el programa Origin 9 (Origin Lab, Northampton, 
MA, USA). Los resultados fueron ajustados matemáticamente con la ecuación de Hill:  




donde; Vmax es el máximo alcanzado, x representa la concentración de Ca2+, k es una constante 
y n es el coeficiente de Hill.   
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  79 | 217 
 
4.3.  Resultados 
4.3.1.  Manejo del calcio citosólico 
Para el estudio del manejo de Ca2+ en cardiomiocitos aislados (ver Aislamiento de 
cardiomiocitos) de corazones prediabéticos, se midió el Ca2+ citosólico mediante la 
fluorescencia del indicador de Fura-2-AM utilizando un sistema de epifluorescencia (Ion Optix, 
Milton, MA).  
La Figura 4.1.a muestra un registro típico obtenido de la fluorescencia que producen los 
transitorios de Ca2+, estimulando eléctricamente a los cardiomiocitos a 0,5 Hz, y el transitorio 
de Ca2+ inducido por el pulso de Cafeína, utilizado para estimar el contenido de Ca2+ del RS. 
En la Figura 4.1.b se observa el acortamiento celular medido por detección de bordes. Los 
trazos en negro corresponden a cardiomiocitos aislados de animales WT DC y en verde a los 
DRF. Para una mejor visualización, en los recuadros rojos de la Figura 4.1 se muestra 
magnificado un solo transitorio de Ca2+ (i) y el pulso de Cafeína (ii), donde se marcó con una 
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Figura 4.1. Registros representativo de la medida de calcio citosólico y acortamiento celular. 
A, Registro representativo obtenido de cardiomiocitos aislados de animales WT DC (curva 
negra) y DRF (verde), cargados con Fura-2-AM y estimulados eléctricamente a 0,5 Hz de 
frecuencia. Luego de medir el transitorio de Ca2+, se dejó de estimular al cardiomiocito y se 
realizó un pulso de Cafeína (15 mM) para estimar el contenido de Ca2+ del RS. En los 
recuadros (i) e (ii) se magnificó un transitorio de Ca2+ inducido por el estímulo eléctrico y el 
transitorio de Ca2+ inducido por el pulso de Cafeína, respectivamente, marcando el 
decaimiento exponencial de cada pico con una línea punteada; fucsia para DC y naranja para 
DRF. B, Registro representativo del acortamiento celular de los cardiomiocitos estimulados 
eléctricamente a 0,5 Hz de frecuencia. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, F/F0: 
fluorescencia/fluorescencia basal. 
  
En la Figura 4.2.a, se muestran los resultados promedios obtenidos de todos los cardiomiocitos 
estudiados. El transitorio de Ca2+ de los cardiomiocitos de animales WT DRF no presentó 
cambios en el Calcio Basal, en la Amplitud, ni en la amplitud de pico representada en 
porcentaje del Ca2+ basal (Amp%Bl). En cuento al acortamiento, se encontró un aumento en el 
acortamiento de los cardiomiocitos DRF respecto del acortamiento promedio de cardiomiocitos 
de ratones DC (Figura 4.2.a). A su vez, cuando se analizaron los parámetros del decaimiento 
del transitorio de Ca2+, relacionados con la recaptación de Ca2+ por el RS y la actividad del 
NCX, se encontró una disminución en el t1/2 y en el tau (τ, representa la constante de 
decaimiento de los transitorios calculada al 67%) en cardiomiocitos de animales WT DRF 
respecto DC, lo que indica una recaptación más rápida de Ca2+ (Figura 4.2.b). 
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  81 | 217 
 
 
Figura 4.2. La prediabetes genera alteraciones en la velocidad de recaptación de Ca2+ y 
acortamiento de cardiomiocitos aislados.  
Gráficos de barra promedio de los parámetros obtenidos de los transitorios de Ca2+ 
estimulando a los cardiomiocitos eléctricamente a 0,5 Hz. A, de izquierda a derecha; Calcio 
Basal, Amplitud del transitorio de Ca2+ (Amplitud), y Amplitud del transitorio de Ca2+ respecto 
del calcio basal (Amp%Bl). B, de izquierda a derecha tiempo medio (t1/2), tau (τ) del transitorio 
de Ca2+y el acortamiento celular representado en % de la longitud basal. Las barras 
representan los datos promedio ± SEM. * p < 0,05, ** p < 0,01, n = 30 - 42 cardiomiocitos de 
3 – 6 ratones por grupo. 
 
Los cambios en la liberación y recaptación de Ca2+ pueden verse influenciados o generar 
modificaciones en el contenido de Ca2+ del RS. Este se estimó realizando un pulso de Cafeína 
15 mM, que activa al unísono todos los RyR2, generando una liberación masiva del Ca2+ 
contenido en el RS, y a su vez inhibe la recaptación de Ca2+ por la SERCA (Kong et al., 2008; 
Varro et al., 1993), por lo que la caída del transitorio de Ca2+ inducido por Cafeína es un índice 
indirecto de la actividad del NCX. No hubo diferencias en la amplitud del transitorio del pulso 
de Cafeína en los animales tratados con DRF respecto de los animales DC (como puede 
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apreciarse en el registro representativo mostrado en la Figura 4.1), pero si se observaron 
cambios en la velocidad de recaptación del Ca2+. Como se observa en la Figura 4.3 se encontró 
disminuido el t1/2 y el τ, lo que indica un aumento en la velocidad de recaptación de Ca2+ en el 
transitorio producido por el pulso de Cafeína en animales tratados con la DRF, demostrando 
una mayor actividad del NCX. 
 
 
Figura 4.3. Parámetros del transitorio de Ca2+ generado por el pulso de Cafeína. 
Se midieron los parámetros del transitorio de Ca2+ generado por un pulso de Cafeína 15 mM. 
De izquierda a derecha; Amplitud del transitorio de Ca2+ inducido por un pulso de Cafeína 
(Amplitud Cafeína), Amplitud respecto del calcio basal (Amp%Bl Cafeína), tiempo medio (t1/2 
Cafeína) y tau (τ Cafeína). DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. Las barras 
representan los datos promedio ± SEM. * p < 0,05, n = 15 - 29 cardiomiocitos de 3 - 6 ratones 
por grupo. 
 
A partir de estos datos se calculó el porcentaje de Ca2+ liberado respecto del contenido en el 
RS o fractional release (FR). El FR se encontró aumentado en los animales DRF, lo que 
muestra que, si bien el contenido de Ca2+ del RS no se ve modificado respecto de los animales 
DC, si hay un aumento de Ca2+ liberado respecto del contenido total que presentaron (Figura 
4.4). 
Por otro lado, debido a que la caída de los transitorios de Ca2+ se debe a la retoma de Ca2+ por 
la SERCA2a y al NCX funcionado en modo directo, mientras que la caída del transitorio de 
Ca2+ inducido por el pulso de Cafeína sólo se debe a la actividad del NCX, se puede estimar la 
actividad de SERCA2a. Para calcular la actividad de SERCA2a estimada (κSERCA2a), se 
restó la inversa del τ del transitorio de Ca2+ inducido por el pulso de cafeína de la constante de 
decaimiento del transitorio de Ca2+ provocado mediante el estímulo eléctrico, como se explicó 
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en la sección Microscopia de epifluorescencia. La κSERCA2a se encontró aumentada en los 
ratones DRF respecto de los ratones DC (Figura 4.4).  
 
Figura 4.4. La prediabetes aumenta la liberación de calcio respecto del contenido de calcio 
del retículo sarcoplasmático y la actividad de SERCA2a. 
Gráfico de barras del Fractional Release y la actividad estimada de SERCA. El FR es el 
porcentaje de Ca2+ que se libera del RS respecto del contenido de Ca2+ total del mismo. 
kSERCA es calculada como la diferencia entre la caída durante el transitorio de Ca2+, que se 
encuentra dada por la retoma de Ca2+ por la SERCA2a y al NCX, y la caída del transitorio de 
Ca2+ inducido por el pulso de Cafeína, que sólo se debe a la actividad del NCX. Se encontró 
un aumento de ambos parámetros en los cardiomiocitos de ratones tratados con DRF respecto 
de los cardiomiocitos de ratones tratados con DC. DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa, FR: fractional reléase, kSERCA: actividad estimada de SERCA2a. * p < 0,05, n = 
15 - 29 cardiomiocitos de 3 - 6 ratones por grupo.  
 
4.3.2.  Pérdidas espontáneas de calcio 
Debido a que en ratas tratadas con la DRF se encontraron arritmias relacionadas con una 
pérdida de Ca2+, estudiamos las pérdidas de Ca2+ desde el RS en los corazones prediabéticos 
de ratón mediante el uso de microscopia confocal. Para esto, se aislaron cardiomiocitos de 
ratones WT, DC y DRF, y se estudiaron los cambios rápidos en las liberaciones de Ca2+ por 
microscopia confocal. La Figura 4.5.a muestra imágenes representativas del escaneo lineal 
para estos cardiomiocitos de ratones tratados con DC y DRF, y en la Figura 4.5.b los resultados 
promedio obtenidos para los eventos espontáneos de liberación de Ca2+ (SCaRE, del inglés 
spontaneous Ca2+ release events). Los SCaRE representan: los sparks o chispas de Ca2+, 
producidas cuando se abre un cluster de RyR2; ondas de Ca2+, generadas a partir de la apertura 
de varios clusters de RyR2; y/o contracciones espontáneas, debido a estas liberaciones de Ca2+ 
masivas de forma simultánea. Los SCaRE se contabilizaron y normalizaron respecto del área 
celular y el tiempo de escaneo lineal, y se expresaron como SCaRE/100 µm x seg. Como puede 
observarse en los datos promedio, los cardiomiocitos de ratones tratados con DRF presentaron 
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un aumento en la frecuencia de sparks, ondas y contracciones espontáneas. Usualmente la 
frecuencia de sparks se normaliza por el contenido de Ca2+ del RS, ya que, si este cambia, 
puede aumentar o disminuir la cantidad de sparks. En estos experimentos debido a que el 
contenido de Ca2+ del RS resultó el mismo en cardiomiocitos DC y DRF (ver Figura 4.3), se 
asumió que este parámetro no afectó los datos obtenidos para la frecuencia de sparks. 
De cada spark de Ca2+ se midieron distintos parámetros como se observa en la Figura 4.5.c; la 
Amplitud (F/F0), el ancho a la mitad de la altura máxima (FWHM, full width half-maximum 
amplitude), el diámetro a la mitad de la altura máxima (FDHM, full duration half-maximum 
amplitude), y la pérdida de Ca2+ mediada por sparks, definida como la frecuencia de sparks x 
la masa de spark (para más información de las fórmulas utilizadas ver las sección 4.2.2. ). En 
los cardiomiocitos de animales DRF los sparks presentaron un aumento en la Amplitud, y 
disminución en el FWHM y el FDHM. Aunque estos últimos parámetros fueron menores en 
los sparks producidos en cardiomiocitos aislados de ratones DRF, se observó un aumento en 
el leak o pérdida de Ca2+. Posiblemente dado que el incremento en la frecuencia de sparks es 
tan alto, se encuentre compensando la disminución en el FWHM y FDHM otorgando un mayor 
leak final. 
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Figura 4.5. Los cardiomiocitos de ratones prediabéticos presentan liberaciones espontaneas 
de Ca2+. 
A, Imágenes representativas de microscopía confocal en modo lineal de cardiomiocitos de 
ratones WT, DC y DRF, que muestran sparks (marcadas con flechas blancas) de Ca2+, ondas 
de Ca2+, y contracciones espontáneas, en los cardiomiocitos de ratones WT DRF. B, 
Frecuencia de sparks, ondas y contracciones espontáneas promedio en cardiomiocitos de 
ratones WT, DC y DRF. C, Parámetros de los sparks, de izquierda a derecha Amplitud (F/F0), 
el ancho a la mitad de la altura máxima (FWHM) y la duración a la mitad de la altura máxima 
(FDHM), la pérdida de Ca2+ mediada por sparks (UF x µm x seg) que es igual a la masa de 
sparks (calculada como; Mspark= Amplitud x FWHM x FDHM) por la frecuencia promedio 
de los mismos. WT: wild type o cepa salvaje, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, 
CE: contracciones espontáneas, FWHM: full width half-maximum amplitude, FDHM: full 
duration half-maximum amplitude. Promedio ± SEM, * p < 0,05, *** p < 0,001, n = 6 - 9 
cardiomiocitos de 3 ratones por grupo. 
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4.3.3.  La actividad del RyR2 se encuentra aumentada en células HEK293 tratadas con 
alta glucosa y en corazones prediabéticos 
Debido a que las liberaciones de Ca2+ del RS se producen a través de la apertura de los RyR2, 
para investigar el mecanismo de la pérdida de Ca2+ se evaluó la actividad del RyR2 mediante 
el Ensayos de unión de rianodina tritiada. Los ensayos se realizan utilizando distintas 
concentraciones de Ca2+ crecientes, en los rangos que han sido descripto y permiten un aumento 
de la apertura del RyR2 y la unión de la [3H]Ry.  
Los ensayos de unión de la [3H]Ry se realizaron en un modelo in vitro de células HEK293 
inducibles en condiciones de GN (glucosa normal) y glucosa alta (GA), y en homogenatos de 
corazones de ratones WT tratados con DC y DRF.  
En la Figura 4.6.a se muestran las curvas promedio obtenidas para las células HEK293, 
cultivadas en el medio de GN o GA, junto con los resultados promedio de las Vmax (actividad 
máxima), donde puede observarse un aumento de este parámetro del RyR2 en las células 
expuestas a un medio de GA respecto de las GN. 
Al igual que en el modelo in vitro, los corazones prediabéticos también presentaron un aumento 
en la actividad máxima del RyR2 respecto de los corazones DC (Figura 4.6.b). 
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Figura 4.6. La exposición a glucosa alta y la prediabetes generan un aumento de la actividad 
de los RyR2 expresados en células HEK293 y en corazones de ratones prediabéticos. 
A, Curvas de unión de Rianodina tritiada normalizada por la densidad de RyR2 en células 
HEK293 que expresan RyR2 recombinantes expuestas a glucosa normal y glucosa alta. En los 
gráficos de barras se observan los resultados promedio de la actividad máxima del RyR2 o 
Vmax. B, curvas de unión a [3H]Ry normalizadas por miligramo de proteína, de homogenatos 
de corazones de animales WT DC y DRF, y gráficos de barras con los resultados promedio de 
Vmax. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, [3H]Ry: rianodina tritiada, GN: glucosa 
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4.4.  Conclusión y discusión 
En los experimentos realizados para estudiar el manejo de Ca2+ se evidenció que en los 
cardiomiocitos de ratones DRF no se presentaron cambios en la amplitud del transitorio de 
Ca2+ respecto de los cardiomiocitos de ratones DC. Sin embargo, sí se produjo un aumento en 
el acortamiento celular, y en el FR en los cardiomiocitos de ratones DRF. Esto demuestra una 
mayor liberación de Ca2+ respecto del contenido total de Ca2+ en el RS, que afecta la 
sensibilidad de las proteínas contráctiles generando mayor acortamiento celular. El FR mayor 
puede deberse a un aumento en la amplitud del transitorio de Ca2+ o una disminución en el 
contenido de Ca2+ del RS. No obstante, en este trabajo no encontramos diferencias 
significativas en ninguno de estos parámetros. Lo que si observamos es un aumento en el 
ciclado de Ca2+ (mayor pérdida de Ca2+ con mayor retoma por SERCA2a), como se discutirá 
en detalle, que puede estar influenciando al FR. 
Los cardiomiocitos de ratones tratados con la DRF presentaron una mayor velocidad en la 
recaptación de Ca2+, tanto en el transitorio de Ca2+ inducido por estimulación eléctrica como 
en el transitorio de Ca2+ inducido por un pulso de Cafeína. Esto demuestra que, en los 
cardiomiocitos aislados de animales prediabéticos, se produce un aumento en la actividad de 
la SERCA2a, también evidenciado en el cálculo de la actividad estimada de SERCA 
(kSERCA). Cuando SERCA2a presenta una mayor velocidad de recaptación de Ca2+, es 
posible que aumente el contenido de Ca2+ del RS (Diaz et al., 2005; Eisner D. A. et al., 2000), 
y que este contenido genere una mayor salida de Ca2+ en el siguiente transitorio. Este efecto de 
mayor contenido y por ende mayor salida de Ca2+ en el transitorio, se debe a que como se 
mencionó, los RyR2 se encuentran regulados por proteínas como CSQ2 o HRC, que participan 
como sensores de Ca2+ luminal (I. Györke et al., 2004; Sacchetto et al., 1999). Al medir el 
contenido de Ca2+ del RS mediante pulsos de cafeína, no se encontraron diferencias en la 
Amplitud del transitorio generado. Esto posiblemente se deba a que como se mostró en los 
experimentos de microscopia confocal, los cardiomiocitos de animales prediabéticos 
presentaron un mayor “leak” o pérdida de Ca2+. En conjunto el análisis de los resultados 
muestra que en los cardiomiocitos de ratones prediabéticos se produce un aumento de lo que 
llamamos ciclado de Ca2+: hay un aumento en la retoma de Ca2+ del RS, que activa la pérdida 
de Ca2+ del mismo, generando nuevamente mayor retoma, y produciendo finalmente más Ca2+ 
en el citoplasma en diástole, sin cambios en el contenido del RS.  
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Por otro lado, el leak de Ca2+ seguramente se corresponde con el un aumento de la actividad 
de RyR2 observado, demostrado con los experimentos de binding de [3H]Ry. El RyR2 puede 
activarse por varios mecanismos, pero fundamentalmente se produce por un aumento de la 
carga de Ca2+ del RS o un aumento a la sensibilidad del Ca2+. Como fue mencionado en la 
introducción del presente capítulo, la regulación del RyR2 es muy compleja, pero al no 
encontrar aumento en el contenido de Ca2+ del RS, deducimos que el aumento de sensibilidad 
del canal es lo que genera la mayor apertura del mismo y pérdida de Ca2+. 
Los cambios en el ciclado de Ca2+ pueden activar muchas proteínas reguladoras de los procesos 
que ocurren en el cardiomiocito, necesarios tanto para la contracción como para el metabolismo 
celular, por lo que estas alteraciones podrían ser el comienzo de los efectos deletéreos que 
generen la muerte celular en los corazones prediabéticos. En el Capítulo 7 se continúa el 
estudio de los mecanismos por el cual el RyR2 se encuentra hiperactivo.  
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Capítulo 5. Remodelamiento del 
tejido cardiaco prediabético  
 
 
5.1.  Introducción 
5.1.1.  Organización del tejido cardiaco 
La estructura cardiaca se encuentra estrictamente organizada de manera compacta. Como es 
conocido la mayor parte del corazón está formada por el miocardio, compuesto por tejido 
muscular estriado cardiaco, con células musculares cardiacas o cardiomiocitos principalmente. 
Los cardiomiocitos se diferencian del musculo estriado esquelético en varios aspectos, pero 
principalmente, son células más chicas, ramificadas, que se comunican por uniones 
desmosómicas. Estas uniones se encuentran en zonas llamadas discos intercalares, donde las 
dos membranas celulares se unen y se denotan claramente en las imágenes de MET. Dentro de 
los cardiomiocitos también se encuentra una ultraestructura particular que sigue un patrón 
específico. Los miofilamentos se ubican de forma longitudinal, paralelos al eje de la célula, y 
mediante MET pueden distinguirse diferentes zonas que describen la estructura de los 
sarcómeros. Como se muestra en la fotografía de MET de la Ilustración 5.1 un sarcómero se 
ve delimitado entre dos líneas Z, que se observan como una zona transversal más electrodensa 
y oscura (Franzini-Armstrong, 1973). Cercana a la línea Z, se presenta una zona clara que se 
corresponde con los miofilamentos finos, luego una zona más oscura, correspondiente al 
solapado de filamentos gruesos y finos, y una zona central más clara, que se corresponde 
únicamente a los filamentos gruesos. En el centro del sarcómero, se encuentra la banda H que 
se observa como una sección clara con una banda oscura central, la línea M, donde se unen los 
filamentos gruesos de miosina (Challice & Virágh, 2013) (Ilustración 5.1). La bandas y líneas 
descriptas se muestran en el esquema inferior a la imagen de un sarcómero obtenido por MET 
en la Ilustración 5.1. 
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Ilustración 5.1. Unidad contráctil del cardiomiocito: Sarcómero.  
Imagen de microscopia electrónica de transmisión (MET) de tejido cardiaco junto con un 
esquema que muestra la organización del sarcómero, y las bandas y líneas observadas. Cada 
sarcómero se encuentra delimitado entre dos líneas Z (azul). Las zonas en que delimitan una 
línea Z y filamentos finos de actina (fucsia) forman la banda I. La banda A se encuentra 
conformada principalmente por filamentos gruesos de miosina (violeta), y contiene la línea M 
(verde) y la banda H. La banda H se forma por la línea M y filamentos gruesos de miosina.  
 
Debido a que el corazón requiere altos niveles de energía los cardiomiocitos presentan un gran 
número de mitocondrias dispersas en todo el tejido. Las mitocondrias ubicadas cercanas a la 
membrana plasmática o sarcolema se denominan sub-sarcolemales (SSM, del inglés 
subsarcolemmal mitochondria), aquellas mitocondrias que rodean al núcleo son las 
perinucleares, y las que se ubican en las cercanías a los miofilamentos, en hileras a la par de 
los sarcómeros, se denominan mitocondrias intermiofibrilares (IMF). Las mitocondrias se 
distinguen como organelas oscuras, de tamaño variable, con doble membrana, siendo la 
membrana interna la que se ubica formando las crestas mitocondriales en el interior de la 
organela (Ilustración 5.2). 
El corazón posee también un sistema de túbulos, la membrana se invagina en ciertas zonas, 
formando lo que se conoce como túbulo T, que pueden observarse en un corte longitudinal del 
tejido, como una luz circular, cerca de los miofilamentos, ubicados cercanos a una línea Z. 
Además, los cardiomiocitos poseen un RS desarrollado, que funciona principalmente como un 
reservorio de Ca2+, y mediante MET puede observarse como espacios menos electrodensos de 
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diferentes tamaños, más pequeños que los túbulos T, rodeados por una membrana y ubicados 
cerca de los miofilamentos (conocido como network RS) o cercano al túbulo T (jRS, junctional 
RS) (Ilustración 5.2) (Challice & Virágh, 2013).  
En cuanto al núcleo, se ha descripto que un cardiomiocito puede tener de uno a tres núcleos. 
Estos se observan como espacios oscuros, rodeados por una doble membrana. En las cercanías 
del núcleo se observan también mitocondrias, denominadas en este caso mitocondrias 
perinucleares (Challice & Virágh, 2013). 
 
 
Ilustración 5.2. Esquema de la ultraestructura cardiaca.  
En el esquema se muestra la ubicación de los miofilamentos (rosa y violeta) formando los 
sarcómeros (delimitados por las líneas Z en celeste) con las mitocondrias organizadas entre 
ellos. El sistema de túbulos (amarillo) se muestra en anarillo. Los túbulos T se ven 
transversales a los miofilamentos, cercanos a la línea Z. El junctional RS se ubica junto al 
túbulo T para formar lo que se conoce como diada, y el network RS distribuido en todo el 
cardiomiocito. El disco intercalar señaliza la conjunción de las membranas de dos 
cardiomiocitos (naranja). jRS: junctional RS.  
 
5.1.2.  Alteraciones en la organización tisular 
El remodelamiento cardiaco se ha observado en distintos modelos patológicos como la 
constricción aortica (S. Kim et al., 2020), isquemia/reperfusión (Yanagiya et al., 1994) y 
cardiomiopatía dilatada (Olkowski et al., 2020). Mediante MET se ha descripto que en estas 
patologías se produce un desordenamiento, con formación de vacuolas, agregados proteicos en 
el citoplasma, agregados de glucógeno, con cambios en la distribución de mitocondrias, 
degradación de la matriz y membrana mitocondrial, y miofibrillas interrumpidas, respecto de 
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los corazones animales controles (S. Kim et al., 2020; Olkowski et al., 2020; Yanagiya et al., 
1994). Se ha encontrado que las mitocondrias de estos cardiomiocitos pierden no sólo la 
estructura de sus crestas, sino que también pierden su función al cambiar su morfología. 
Además, en el modelo de constricción aortica se describe una disminución en la relación RS-
mitocondria otorgando la responsabilidad de esto a la proteína mitofusina 1 y 2 (Mfn1 y Mfn2), 
ya que se observó una disminución en su expresión y en la colocalización con RyR2 (S. Kim 
et al., 2020). El rol de las Mfn1 y 2 se ha estudiado en los últimos años debido a que se comenzó 
a notar que además de su rol característico o canónico en la fusión mitocondrial, estas proteínas 
tienen otras funciones no canónicas. Un rol no canónico de las mitofusinas es encargarse de 
conectar y relacionar a la mitocondria con otras mitocondrias y con otras organelas como el 
RE/RS (Csordás et al., 2006; Csordás & Hajnóczky, 2009; García-Pérez et al., 2011). La 
comunicación del RS-mitocondria a su vez es sumamente importante dado que en las zonas de 
contacto de estas organelas, llamadas MAMs (del inglés, mitochondria-associated membranes) 
se intercambian metabolitos como AG, moléculas señalizadoras como ROS y Ca2+, entre 
muchas otras, de vital importancia para el funcionamiento del ECB y del cardiomiocito en 
general (Csordás et al., 2006; Csordás & Hajnóczky, 2009; García-Pérez et al., 2011). En las 
MAMs se encuentran una variedad amplia de proteínas como VDAC (del inglés voltage 
dependent anion channel), Grp75 (del inglés glucose-regulated protein 75), Mfn1, Mfn2, Inf2 
(del inglés inverted formin 2), Actina, entre muchas otras, que participan de los intercambios 
de metabolitos y la comunicación entre organelas (Csordás et al., 2018). 
 
Debido a que nuestro modelo aborda cambios en el corazón previo al desarrollo de la CMD, el 
remodelamiento cardiaco podría desencadenarse como una primera medida de prevención, o 
como una consecuencia patológica en estos corazones. Es así es que, nos propusimos estudiar 
el remodelamiento cardiaco y cambios en la ultraestructura cardiaca, de los miofilamentos, las 
mitocondrias y en el sistema de túbulos, para poder discernir si estos cambios pueden ayudar a 
prevenir los disturbios cardiacos producidos en la CMD, o son la base molecular de las 
alteraciones que se producen finalmente en la CMD. 
Es así como el objetivo específico de este capítulo fue caracterizar el remodelamiento 
cardiaco en animales tratados con la DRF y estudiar la relación RS-mitocondria en los 
corazones prediabéticos.  
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5.2.  Materiales y Métodos 
5.2.1.  Microscopia electrónica de transmisión 
Preparación de las muestras para MET. Los corazones de los animales destinados para esta 
técnica se extrajeron y se lavaron rápidamente en buffer HEPES (146.2 mM NaCl, 4.7 mM 
KCl, 10 mM HEPES, 0.35 mM NaH2PO4, 1.05 mM MgSO4, 11 mM Glucosa, pH = 7.4) para 
eliminar los restos de sangre de las arterias coronarias. Luego, se separó el ventrículo izquierdo 
del derecho y de las aurículas. El ventrículo izquierdo se embebió en glutaraldehído (2 % v/v) 
a 4 °C y se cortó en láminas siguiendo el recorrido de las fibras cardiacas. Estas láminas luego 
fueron cortadas transversalmente para generar muestras de 1 mm3. Tanto la base como el ápex 
fueron descartadas.  
Una vez hecha la primera fijación, cada muestra fue lavada en buffer fosfato (168 mM 
Na2HPO4, 49 mM NaH2PO4) y post-fijadas en OsO4 (1 % v/v) por 1 hora a 4 ºC. 
Posteriormente, las muestras se deshidrataron en series graduadas de alcohol (desde alcohol 
50º hasta acetona), se embebieron en resina epoxy (Spurr, 1969) y se dejaron polimerizar a 
60ºC por 24 horas. De los cortes semifinos se realizaron cortes ultrafinos con ultramicrotomo 
(Ultracut R; Leica EM UC7), los cuales se montaron en grillas y fueron teñidos con una 
solución de acetato de uranilo y citrato de plomo (1% v/v) (Reynolds, 1963). Las grillas fueron 
examinadas en el microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM 1200 Zeiss usando una 
cámara digital (Erlangshen ES1000) para la toma de imágenes. 
Análisis de las imágenes. La distancia entre el RS y las mitocondrias se midió en imágenes 
tomadas con una magnificación de 80000x. Para este análisis se esqueletonizó tanto el RS como 
las mitocondrias con el programa ImagePro Plus software (v6.3 Media Cybernetics, Rockville, 
MD, USA), mediante el bordeado de las organelas para delimitar la membrana. Una vez hecho 
esto, se trazaron al menos 10 líneas perpendiculares entre las membranas de dos organelas 
adyacentes para contabilizar la distancia promedio. 
5.2.2.  Determinación de la expresión de proteínas  
La determinación de proteínas que comunican el RS con la mitocondria, que se ubican en los 
microdominios entre ambas organelas, se determinó mediante western blot como se menciona 
en la sección Western blot, utilizando anticuerpos primarios Anti-VDAC, Anti-Mfn2 y Anti-
Grp75 (para más información ver la Tabla 0.1.) en homogenatos de tejido cardiaco. GAPDH 
o Na+/K+ ATPasa, fueron utilizadas como control de carga.  
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5.3.  Resultados  
5.3.1.  Remodelamiento en el tejido cardiaco de animales prediabéticos 
Para evaluar si efectivamente se producía este remodelamiento tisular y su posible efecto en la 
cascada apoptótica se realizaron fotografías del tejido cardiaco en un microscopio electrónico 
de transmisión como fue detallado anteriormente.  
Al observar las micrografías de tejido cardiaco de ratones WT tratados con DC, se reconoce 
una distribución ordenada de las mitocondrias en un arreglo del tipo “hileras” entre los 
miofilamentos, como se describió en la introducción, que comúnmente es el perfil encontrado 
en el tejido cardiaco. El análisis de las micrografías de tejido cardiaco de ratones WT tratados 
con DRF muestra que este patrón se pierde, y las mitocondrias se organizan en “clusters” o 
cúmulos y los miofilamentos no respetan el direccionamiento lineal. Si bien el análisis 
cuantitativo de este desarreglo es complejo, fue consistente en todas las micrografías tomadas 
como se observa en la Figura 5.1.  
Este desarreglo tisular de los corazones de ratones tratados con DRF se encontró asociado a un 
aumento en el número de vacuolas presente en el tejido (señalizadas con flechas fucsias en la 
Figura 5.1) que es muestra de los procesos deletéreos que está el corazón prediabético 
(Olkowski et al., 2020). Las mitocondrias en su proceso de degradación poseen distintos 
estadios que van desde la pérdida de las crestas en ciertos puntos, pasando por un estadio en 
donde se pierde por completo la membrana interna, pero se conserva la membrana externa, 
hasta la formación final de una vacuola. Las vacuolas formadas se ven como un espacio claro, 
rodeado por una fina membrana (Chaanine, 2019). En el tejido cardiaco de animales tratados 
con la DRF se observaron este tipo de estructura, que pueden ser el resultado final de la 
degradación mitocondrial. Sumado a esto, y como se retomará en el Capítulo 6 las 
mitocondrias presentaron espacios entre las crestas que se condice con swelling mitocondrial, 
uno de los estadios intermedios de esta degradación.   
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Figura 5.1. La prediabetes produce un desarreglo del corazón prediabético asociado a una 
mayor formación de vacuolas.  
Imágenes representativas de microscopía electrónica de transmisión (MET) de muestras de 
tejido cardíaco de ratones WT, DC y DRF, en magnificación de 12000x. Las líneas punteadas 
celestes muestran la disposición de las miofibrillas en el tejido, rodeadas lateralmente por 
mitocondrias. Las flechas fucsias marcan las vacuolas en el tejido. La disposición de las 
miofibrillas está alineada con las mitocondrias en los tejidos de ratones WT tratados con DC, 
mientras que este patrón se encontró desordenado en los corazones de ratones WT tratados 
con DRF, con una mayor formación de clusters o cúmulos mitocondriales. El número de 
vacuolas se observó aumentado en las muestras de corazones de ratones WT tratados con DRF 
respecto de corazones de ratones WT tratados con DC. La barra de escala para todas las 
figuras representa 1 μm. WT: wild type, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. 
 
Por otro lado, en las micrografías tomadas de los corazones de animales tratados con la DRF 
se hallaron lisosomas, que no se observaron en ninguna de las micrografías tomadas para los 
corazones de ratones tratados con DC (Figura 5.2). Los lisosomas son la principal maquinaria 
encargada de la degradación proteica y se han relacionado con los procesos necesarios para 
desencadenar la autofagia, por lo que su número aumenta en presencia de daño cardiaco 
(Xuejun Wang & Robbins, 2014).   
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Figura 5.2. Lisosomas.  
Imágenes representativas de microscopia electrónica de transmisión (MET), a 30000x y 
80000x de magnificación, de los lisosomas observados solamente en tejido cardiaco de ratones 
tratados con la DRF. Los lisosomas se encuentran señalados con flechas celestes. DRF: dieta 
rica en fructosa, WT: wild type. 
 
Además, se observó claramente que el tejido cardiaco de ratones tratados con la DRF exhibeun 
aumento en el número de gránulos de glucógeno en el citoplasma respecto de los corazones de 
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animales tratados con la DC (
 
Figura 5.3). Esta observación es consistente con lo que ocurre con el metabolismo de los 
cardiomiocitos durante la CMD. En patologías crónicas donde el corazón se ve afectado, los 
cardiomiocitos dejan de utilizar AG para obtener ATP a partir del metabolismo de la glucosa, 
por lo que los reservorios de glucosa disminuyen (Stanley et al., 2005; Yanagiya et al., 1994). 
A diferencia de esto, en la CMD, el corazón no puede utilizar glucosa debido a la presencia de 
insulino-resistencia. Es así que la producción de ATP se debe casi exclusivamente al uso de 
AG, la glucólisis se encuentra inhibida por la misma vía de utilización de AG, y la glucosa se 
acumula, siendo almacenada en gránulos de glucógeno (Fillmore et al., 2014).  
 
 
Figura 5.3. Gránulos de glucógeno.  
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Imágenes representativas de microscopia electrónica de transmisión (MET), en donde se 
observan marcados con flechas celestes los cúmulos de glucógeno. En los tejidos cardiacos de 
ratones tratados con la DRF (derecha) hay un aumento del número de cúmulos respecto de los 
tejidos de ratones DC (izquierda). DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, WT: wild 
type. 
 
5.3.2.  El remodelamiento del tejido se acompaña de un acercamiento entre el RS y la 
mitocondria 
Al estudiar en más extensión la organización del tejido cardiaco, para evaluar la relación entre 
el RS y la mitocondria, se encontró una disminución en la distancia que separa el RS de la 
mitocondria. La Figura 5.4.a muestra una figura representativa de MET de 80000x de 
magnificación, en donde se esqueletonizó la membrana del RS en azul y se coloreo la zona que 
separa el RS de la mitocondria para una mejor visualización. Los datos promedios indican una 
disminución en la distancia en los corazones de ratones tratados con la DRF de alrededor de 
10 - 20 nm respecto de los corazones de ratones DC (Figura 5.4.b). 
 
Figura 5.4. La prediabetes disminuye la distancia entre RS y mitocondria.  
A, Fotografías representativas de microscopía electrónica de transmisión (MET) de tejido 
cardiaco de ratones WT tratados DC o DRF. Las mitocondrias fueron señalizadas con la letra 
“M”, la membrana del RS fue esquelotonizada con una línea azul y la distancia RS-
mitocondria se indicó en naranja para el tejido cardiaco de WT DC y verde para WT DRF. B, 
datos promedio obtenidos de la contabilización de distancia entre el RS expresados en 
porcentaje del DC. Se produjo una disminución de la distancia RS-mitocondria en los ratones 
WT DRF respecto de los ratones WT tratados con DC. DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa, WT: wild type. Promedio ± SEM, *p < 0,05, **p < 0,001. De 10 - 20 mediciones de 
3 - 4 ratones por grupo.  
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5.3.3.  La disminución de distancia entre organelas se debe a un aumento de la expresión 
de proteínas que participan de esta comunicación 
Es conocido que la mitocondria se encuentra en estrecho contacto con el RS/RE y esta 
comunicación podría estar influenciando la cascada apoptótica. Como se mencionó, la relación 
entre las organelas se encuentra mediada por distintas y variadas proteínas que se ubican en las 
MAMs, entre las que se han descripto Grp75 y Mfn2 (Csordás et al., 2006, 2018). El jRS se 
ubica junto al túbulo T, próximo a los LTCC, enfrentado a las mitocondrias en zonas donde el 
canal VDAC es abundante, formando una relación directa entre organelas. Esta comunicación 
genera una vía ideal para el tráfico de Ca2+ desde el RS a la mitocondria (Csordás et al., 2018; 
Csordás & Hajnóczky, 2009). Por lo tanto, el siguiente paso para investigar esta relación fue 
evaluar cómo están involucradas estas proteínas en la proximidad del RS y la mitocondria de 
corazones prediabéticos. Como muestra la Figura 5.5 la expresión de las proteínas Mfn2, 
Grp75, y VDAC se encontró aumentada en los tres casos en los corazones de ratones WT 
tratados con DRF respecto de los ratones WT tratados con DC.  
 
Figura 5.5. La prediabetes genera un aumento de la expresión de proteínas que participan 
en la comunicación entre el RS y la mitocondria. 
Inmunoblots representativos y resultados promedio de la expresión de Mfn2, Grp75, y VDAC 
en corazones de ratones WT tratados con DC o DRF. Se observó aumento en la expresión de 
las proteínas examinadas en los corazones de ratones WT DRF respecto de los corazones de 
animales tratados con. DC. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, Mfn2: mitofusina 
2, Grp75: glucose-regulated protein 75, VDAC: voltage dependent anion channel. * p < 0,05, 
**p < 0,01, n = 4 - 6 por grupo. 
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5.4.  Conclusión y Discusión 
Estos resultados en conjunto demuestran que hay un remodelamiento cardiaco estructural 
deletéreo en la prediabetes. La distribución de mitocondrias en la cercanía a los miofilamentos 
en el miocardio, las mitocondrias IMF, favorece la llegada rápida de ATP producido por la 
organela a los sarcómeros vecinos. Mientras en los corazones de ratones tratados con la DC 
presentan este patrón, la DRF genera un agrupamiento de mitocondrias en cúmulos o clusters, 
en donde algunas mitocondrias estarán cerca de los sarcómeros y otras se verán rodeadas de 
mitocondrias. Este hecho puede influir en el buen funcionamiento del acoplamiento ECB.  
En la CMD existen cambios en la contracción cardiaca, que generan tanto disfunción diastólica 
como sistólica, en donde se han observado cambios en la ultraestructura cardiaca (Lacombe et 
al., 2007; B. Luo, Li, Wang, Liu, Liu, et al., 2014; B. Luo, Li, Wang, Liu, Xia, et al., 2014). Es 
decir que, el remodelamiento cardiaco que ocurre en la prediabetes, puede agravarse, siendo el 
comienzo de la insuficiencia cardiaca que ocurre durante la DM. 
El remodelamiento cardiaco se vio asociado a aumento en el número de vacuolas, la presencia 
de lisosomas y gránulos de glucógeno. Si bien parecen hechos aislados, son un conjunto de 
observaciones que refieren a la patogénesis de la prediabetes en el corazón. El aumento de 
vacuolas y presencia de lisosomas es normalmente asociado a eventos deletéreos producidos 
en el miocardio (Olkowski et al., 2020; I. Varga et al., 2018; Zhao et al., 2012), ya que están 
directamente relacionados con la muerte celular y la alteración mitocondrial. Sumado a esto, 
las mitocondrias también presentan alteraciones, signos de swelling o hinchamiento, que 
pueden afectar tanto su morfología, como su función y acoplamiento a las demás organelas y 
al aparato contráctil (se describirá en detalle en el Capítulo 6). A su vez, los depósitos de 
glucógeno muestran como la insulino-resistencia producida en los estadios tempranos de la 
DM, también afectan en el metabolismo de los cardiomiocitos, lo que impacta directamente en 
la contracción debido a la eficiencia que cada metabolito posee para la producción de ATP. 
 
Por otro lado, mediante MET se midió y vio disminuida la distancia entre RS-mitocondria en 
el tejido cardiaco de ratones prediabéticos respecto de los ratones controles, indicando una 
mayor interacción entre ambas organelas. Esta distancia es sumamente importante para la 
función mitocondrial, ya que como se describió previamente, estos microdominios entre 
organelas participan en el intercambio de metabolitos y moléculas señalizadoras (Csordás et 
al., 2006, 2018). Además, en diferentes tejidos, se requiere Grp75 para formar complejos de 
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canales VDAC/Grp75/IP3R (Patergnani et al., 2011), que favorecen el tráfico de Ca2+ desde el 
RS/RE a la mitocondria. Nuestros resultados sugieren que el aumento de la expresión de las 
proteínas como Mfn2, VDAC y Grp75 podría estar involucrado en este acercamiento y en el 
tráfico de metabolitos como Ca2+ y ROS. Este hallazgo es relevante en la cascada apoptótica, 
ya que implica un estrecho contacto entre el RS y la mitocondria, que podría favorecer el tráfico 
de Ca2+ y la posterior activación de los mecanismos apoptóticos como apertura del mPTP. 
Además, la mayor comunicación podría facilitar la exportación de ROS desde la mitocondria 
hacia este microdominio, alterando el estado redox de otras mitocondrias (Zorov et al., 2000) 
y de las proteínas que allí se encuentran, entre ellas CaMKII. 
 
Finalmente, las observaciones mediante MET en el tejido cardiaco de ratones prediabéticos, 
indica que estos corazones ya presentan disturbios, observados como un desordenamiento de 
la disposición de los componentes tisulares cardiacos, con cambios en la relación entre 
organelas y modificaciones en el metabolismo de los cardiomiocitos. La posible causa de estos 
hallazgos se discutirá en el Capítulo 8, sin embargo, cabe resaltar que durante la prediabetes 




 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 




Capítulo 6. Rol de la mitocondria en 
el corazón prediabético  
 
 
6.1.  Introducción 
Como se introdujo en el Capítulo 1, la mitocondria es una organela de doble membrana, 
abundante en el tejido cardiaco (~37 %). Uno de sus principales roles es la de producir ATP, 
necesario para la contracción y otras funciones celulares, pero también es la encargada de la 
producción moléculas señalizadoras, como los ROS, Ca2+, y otros, y se encuentra involucrada 
en variadas vías de señalización celular. La producción de ATP está dada a partir del uso de 
NADH o fumarato por la ETC (cadena transportadora de electrones) que se encuentra acoplada 
a la F0F1-ATP sintasa en la membrana interna mitocondrial (IMM, del inglés inner 
mitochondria membrane). Los sustratos para la ETC se obtienen a partir del ciclo de Krebs o 
TCA al cual ingresa Acetil CoA por el metabolismo de dos componentes, los AG y glucosa. 
Por lo tanto, las mitocondrias tienen un papel esencial en la patogénesis de la DM, la CMD y 
en la prediabetes, donde el uso de estos metabolitos se encuentran alterados. Como se 
mencionó, el corazón adquiere la mayor parte de su energía mediante la oxidación de AG y 
cambia su metabolismo a la oxidación de la glucosa en condiciones patológicas (Sharma et al., 
2004; S. Y. Wang et al., 2020). Sin embargo, en la DM, el uso de glucosa está limitado debido 
a la presencia de la insulino-resistencia. En consecuencia, el corazón se ve obligado a usar AG 
casi exclusivamente para generar ATP y esto sobrecarga las mitocondrias y las somete a estrés 
oxidativo (Christoffersen et al., 2003; M. E. Hall et al., 2014). Estas alteraciones pueden influir 
en la producción de ATP y por ende en la contracción cardiaca, además de regular otros 
procesos como la biogénesis mitocondrial modulando la actividad de PPARγ (del inglés 
peroxisome proliferator-activated receptor gamma) y a PGC1α (coactivador 1 α de PPARγ) 
[197], que a su vez también afectan la contracción cardiaca. Se ha observado que en presencia 
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de PGC1α se genera un aumento en la producción de ATP, mientras que la disminución de su 
expresión genera lo opuesto (Arany et al., 2005).  
Por otro lado, las mitocondrias se encuentran cercanas al RS en los cardiomiocitos y participan 
en la captación de una pequeña fracción de Ca2+ durante cada latido del corazón (Gisela 
Beutner et al., 2005). El Ca2+ liberado del RS en los microdominios cercanos a las mitocondrias 
estimula la captación de Ca2+ mitocondrial. El canal VDAC ubicado en la membrana 
mitocondrial externa (OMM, del inglés outer mitochondria membrane) y el MCU 
(transportador de Ca2+ mitocondrial) en la IMM, con los principales encargados de conducir al 
Ca2+ desde los microdominios a la matriz mitocondrial (Csordás et al., 2006; de Brito & 
Scorrano, 2008). Dado que varias enzimas del ciclo TCA son activadas por Ca2+ en la matriz 
mitocondrial, es importante mantener la captación de Ca2+ mitocondrial para garantizar un buen 
acoplamiento ECB eficiente. Las interrupciones en el acoplamiento ECB efectivo pueden dar 
como resultado efectos perjudiciales tanto a nivel mitocondrial como celular, incluida la 
desregulación de Ca2+, falla energética, estrés oxidativo, daño celular y muerte (Brookes et al., 
2004).  
A continuación, se describirán los transportadores iónicos mitocondriales, el funcionamiento 
de la ETC, la producción de ATP y ROS por la mitocondria y la dinámica mitocondrial, junto 
con una breve introducción de los antecedentes de alteraciones en estos parámetros en 
corazones diabéticos. 
 
6.1.1.  Transportadores iónicos mitocondriales 
Para mantener la homeostasis mitocondrial, las mitocondrias poseen varios transportadores 
iónicos que mantienen un potencial de membrana mitocondrial (∆Ѱ), la concentración de H+ 
en el microdominio, el pH mitocondrial tanto en la matriz como en el espacio intermembrana, 
la concentración de Ca2+, y la concentración de Na+, entre otros. Los principales 
transportadores relacionados con el Ca2+ mitocondrial, un ion muy importante para la función 
cardiaca, son MCU, el NCLX (intercambiador Na+/Ca2+/Li+), el mHCX (intercambiador 
H+/Ca2+ mitocondrial), y el mPTP, que se compone de varias proteínas y puede ser activado 
por Ca2+ y ROS y desencadenar la muerte celular.  
Bajo condiciones fisiológicas, la captación de Ca2+ mitocondrial es mediada principalmente 
por el complejo MCU y ocurre mediante un proceso electrogénico conducido por un ∆Ѱ 
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característico que se encuentra entre -150 y -180 mV, generado por el bombeo de H+ hacia el 
espacio intermembrana por la ETC (Paolo Bernardi, 1999; Santo-Domingo & Demaurex, 
2010). Este proceso a su vez puede verse favorecido por la interacción entre las mitocondrias 
con el RS/RE, en las MAMs (membranas asociadas a mitocondrias). Las MAMs fueron 
mencionadas brevemente en el Capítulo 5, y son de suma importancia ya que en estos 
microdominios se produce el traspaso de diferentes moléculas entre las organelas que 
funcionan como moléculas señalizadoras. Para el pasaje de Ca2+ se ha encontrado una relación 
entre el IP3R (receptor de IP3) del RE con la proteína GRP75, que ancla ambas organelas y 
VDAC, que permite el paso de Ca2+ al espacio intermembrana mitocondrial (Szabadkai et al., 
2006). Debido a que el Ca2+ puede favorecer la producción de ATP (al activar enzimas del 
ciclo TCA) o generar la apertura del mPTP, la captación de Ca2+ mitocondrial es estrictamente 
regulada. La acumulación de Ca2+ dentro de la mitocondria se contrarresta por los 
intercambiadores NCLX (W. Li et al., 1992) y mHCX (Gunter et al., 1991) que extruyen el 
Ca2+ desde la matriz mitocondrial intercambiándolo por Na+ o H+ (Csordás et al., 2012; Rimessi 
et al., 2008), o puede liberarse a través de la apertura del mPTP en un proceso deletéreo 
(Ilustración 6.1). Los transportadores más importantes relacionados a nuestros estudios como 
el MCU y el mPTP se describirán en mayor detalle a continuación. 
 
Complejo MCU. El complejo MCU es un canal ubicado en la IMM que se encarga de ingresar 
Ca2+ a la matriz mitocondrial. Este canal es un transportador de baja afinidad por el Ca2+, con 
alta selectividad y conductancia de Ca2+ (Kirichok et al., 2004). Se encuentra formado por 
diferentes subunidades que generan el poro propiamente dicho por el cual atraviesa el Ca2+ y 
otras proteínas encargadas de modular la apertura del canal. Inicialmente se ha descripto que 
una sola molécula de MCU no puede formar per se el poro del complejo MCU, sino que se 
presenta en oligómeros arreglados en tetrámeros (Pallafacchina et al., 2018; Raffaello et al., 
2013). Estos oligómeros se relacionan con una proteína codificada por el mismo gen que 
codifica para MCU, nombrada MCUb. MCUb es un regulador negativo de la apertura del 
complejo MCU, ya que se ha observado que su presencia y sobreexpresión disminuye la 
actividad del canal en ensayos de bicapa lipídica y en modelos celulares (Raffaello et al., 2013). 
La relación MCU:MCUb puede variar según el tejido y la necesidad de captación de Ca2+ en 
los mismos (Fieni et al., 2012). En el corazón es necesario que la captación de Ca2+ por las 
mitocondrias este bien modulada, ya que un ingreso elevado puede disminuir mucho el Ca2+ 
disponible para el transitorio, conducir a una sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y finalmente 
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producir muerte celular. Es así que si la relación MCU:MCUb es baja con un aumento de 
MCUb en el corazón, se generan bajas corrientes de Ca2+ en las mitocondrias (Fieni et al., 
2012; Raffaello et al., 2013).  
Dentro de los moduladores de la apertura del complejo MCU, la primera proteína descripta fue 
MICU1. MICU1 posee un motivo EF de unión al Ca2+ (EF hand) y se ubica en la IMM 
(Perocchi et al., 2010). Esta proteína mantiene al canal inactivo en condiciones de bajo Ca2+, 
para prevenir la entrada masiva de Ca2+ a la mitocondria y la sobrecarga de la organela, y tiene 
la capacidad de censar el Ca2+ para establecer un umbral y pasaje de Ca2+ por el MCU (Csordás 
et al., 2013). Otras proteínas de la familia MICU, como son MICU2 y MICU3, han sido 
estudiadas. Particularmente MICU2 se une covalentemente a MICU1, participando de la 
regulación del MCU, al censar el Ca2+ citosólico. Cuando el Ca2+ citosólico aumenta, se une a 
los dominios EF-hand de los dímeros MICU1-MICU2 permitiendo la regulación positiva de 
MICU1 sobre el MCU, generando la entrada de Ca2+ a la mitocondria (Patron et al., 2014). En 
conjunto MICU1 y MICU2 son conocidas como “gatekeeper” del canal debido a su función en 
censar los niveles de Ca2+.  
Otro modulador sumamente importante del MCU es la proteína transmembrana EMRE (del 
inglés essential MCU regulator) (Sancak et al., 2013). Se ha sugerido que EMRE es la 
encargada de censar el Ca2+ en la matriz mitocondrial, permitiendo que el MCU tenga doble 
sensor, MICU1-MICU2 para el Ca2+ citosólico y EMRE para el Ca2+ mitocondrial (Vais et al., 
2016). Las alteraciones en la cantidad de EMRE generan aperturas del MCU incontroladas que 
provocan pérdidas o sobrecarga de Ca2+ mitocondrial (König et al., 2016; Patron et al., 2018).  
Finalmente, VDAC no se encuentra específicamente formando parte del complejo MCU pero 
es el encargado de controlar la difusión de Ca2+ a través de la OMM. La ubicación de VDAC 
en la OMM no tiene una distribución en particular, sino que es más bien ubicua, sin embargo, 
puede ubicarse cercano al complejo MCU. La acumulación de Ca2+ en el espacio 
intermembrana promovida por VDAC, puede ser censado por las MICU1 y MICU2 (Gincel et 
al., 2001; Szabadkai et al., 2006) facilitando la apertura del complejo MCU (Ilustración 6.1). 
mPTP. El mPTP se describe como un poro formado en las membranas mitocondriales, no 
selectivo, que permite el paso de solutos de hasta 1,5 KDa (Douglas R. Hunter & Haworth, 
1979). En los primeros estudios realizados para estudiar al mPTP se observó que posee 
múltiples conductancias, lo que sugiere que posee varias subunidades que se oligomerizan en 
diversos grados (D. R. Hunter et al., 1976). Este poro ha sido estudiado durante muchos años 
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y continúa en estudio, siendo su estructura un tema de debate. Existen dos modelos propuestos 
para las proteínas que forman el mPTP en la actualidad. El modelo clásico propone que se 
compone por Bax, VDAC, TSPO (receptor periférico de benzodiazepinas) y hexoquinasa II 
(HKII) ubicadas en la OMM; creatina quinasa mitocondrial (mtCK) en el espacio 
intermembrana; ANT (transportador de nucleótidos de adenina) ubicada en la IMM; y CypD 
(ciclofilina D) mitocondrial unida a ANT en la matriz (G. Beutner et al., 1997; Halestrap & 
Davidson, 1990; K. W. Kinnally et al., 1993; Marzo et al., 1998). El segundo modelo, propone 
que los componentes descriptos por el modelo clásico; Bax, VDAC, TSPO, HKII, mtCK, ANT 
y CypD, se encuentran unidos a PiC (portador de fosfato inorgánico, del inglés Pi carrier) 
(Kokoszka et al., 2004). Recientemente se han propuestos otros modelos en donde se incluyen 
la subunidad c de la F0F1-ATP sintasa (Mnatsakanyan & Jonas, 2020), el dímero/tetrámero de 
la ATP sintasa (Carraro et al., 2020) y distintos subtipos de ANT (Bround et al., 2020). 
El mPTP mayormente se ve activado por el aumento de Ca2+ mitocondrial (Baumgartner et al., 
2009) y/o de ROS (Seidlmayer et al., 2015), aunque se ha observado que ligandos de ANT, 
como ADP y palmitoil CoA, y Pi también pueden generar su apertura (Hurst et al., 2017; 
Morciano et al., 2015).  
Por otro lado, el mPTP puede ser regulado por diferentes compuestos dentro de los cuales el 
más conocido y estudiado es la ciclosporina A (CsA), que bloquea la CypD (Fournier et al., 
1987). También se ha observado que los competidores de Ca2+ como Mg2+ y Mn2+, los 
nucleótidos de adenina y los cambios en el pH de la matriz pueden inhibir la apertura del mPTP 
(P. Bernardi et al., 1992). Por último, proteínas pro-apoptóticas como Bax y Bak se translocan 
a la OMM para inducir la despolarización mitocondrial y liberación de citocromo c, formando 
parte del mPTP (Narita et al., 1998). Al estimularse Bax y Bak también pueden aumentar el 
Ca2+ mitocondrial (al promover el flujo de Ca2+ hacia la matriz mitocondrial), y 
consecuentemente, activar el mPTP (Scorrano et al., 2003) (Ilustración 6.1). 
La apertura del mPTP se relaciona con la muerte celular por apoptosis dado que cuando el 
mPTP se encuentra abierto facilita el paso libre de H+, generando disipación del gradiente de 
H+, necesario para la producción de ATP y mantención del ∆Ѱ. Este proceso altera la 
producción de ATP y además revierte la F0F1-ATP sintasa que provoca la descomposición del 
ATP producido en el citosol por la glucólisis. El metabolismo se ve afectado aún más, lo que 
genera desregulación de Ca2+ y un aumento mayor en la apertura del mPTP (Hurst et al., 2017; 
Morciano et al., 2015).  
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Ilustración 6.1. Esquema de los transportadores iones mitocondriales.  
La mitocondria posee varios transportadores mitocondriales entre los que se encuentran: los 
complejos I-IV de la cadena transportadora de electrones; el complejo MCU acoplado a 
VDAC que genera la entrada de Ca2+ a la matriz mitocondrial; el intercambiador HCX y el 
NCLX que liberan Ca2+ a espacio intermembrana e ingresa H+, o Na+/ Li+, respectivamente; 
y el mPTP que puede activarse por Ca2+ o ROS principalmente. MCU: complejo transportador 
de Ca2+, Bax: Bcl-2-asssociated X, VDAC: voltaje-dependent anion channel, TSPO: receptor 
periférico de benzodiazepinas, HKII: hexoquinasa II, mtCK: creatina quinasa mitocondrial, 
ANT: transportador de nucleótidos de adenina, CypD: ciclofilina D, ETC: cadena 
transportadora de electrones, HCX: intercambiador H+/Ca2+, NCLX: intercambiador Na+/ 
Li+/Ca2+, mPTP: mitochondrial permeability transition pore. 
 
6.1.2.  Cadena transportadora de electrones y producción de ATP: fosforilación oxidativa  
La fosforilación oxidativa (OXPHOS del inglés oxidative phosphorylation) es el proceso en el 
cual se produce energía como ATP (fosforilación) acoplado al transporte de electrones (e-) por 
la ETC (oxidación).  
La ETC se encuentra compuesta por varios complejos nombrados desde el I-IV, que se 
encargan de generar la fuerza protón motriz, utilizada por el Complejo V o F0F1-ATP sintasa. 
En la Ilustración 6.2 se muestra un esquema de los distintos complejos ubicados en la 
membrana interna, encargados del transporte de e-, con extrusión de H+ y posterior producción 
de ATP.  
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Ilustración 6.2. Esquema de la cadena transportadora de electrones.  
Los electrones son cedidos desde NADH por el Complejo I, o del pasaje de Succinato a 
fumarato por el Complejo II, respectivamente, hacia la ubiquinona (Q). Al oxidar NADH, el 
Complejo I libera 4 H+ al espacio intermembrana. Los electrones de la ubiquinona reducida 
son captados por los citocromos c oxidados del Complejo III, que quedan en estado reducido, 
liberando 4 H+ al espacio intermembrana. Los citocromos c reducidos son captados por el 
Complejo IV que reduce al O2 para dar H2O, transportando 2 H+ al espacio intermembrana. 
La energía de la fuerza protón motriz es utilizada por la bomba F0F1-ATP sintasa (Complejo 
V esquematizado en azul) para producir ATP a partir de ADP y fosfato inorgánico. CitC: 
citocromos c, Pi: fosforo inorgánico, I: Complejo I, II: Complejo II, III: Complejo III, IV: 
Complejo IV. 
 
El comienzo del transporte de e- puede ocurrir mediante los dadores NADH provenientes del 
ciclo de TCA a partir de los sustratos malato y glutamato, o a partir del succinato ingresando 
al Complejo II.  
El Complejo I, también conocido como NADH deshidrogenasa o NADH-ubiquinona 
oxidorreductasa, es una enzima compleja de gran tamaño que presenta dos cofactores unidos 
de forma no covalente, la FMN (del inglés flavin mononucleotide) y ocho grupos hierro-azufre 
(FeS) todos unidos al dominio hidrofílico del Complejo I (Hirst, 2009). El Complejo I conduce 
la reacción de reducción de la ubiquinona (Q): en un primer paso de la reacción se produce el 
traspaso de los 2 e- del NADH a la FMN, y en un segundo paso los e- se transportan rápidamente 
por la cadena de grupos FeS llegando a la Q que será reducida. La FMN reducida puede 
oxidarse pasando un e- al O2, dando como resultado O2-, una de las especies que forman los 
ROS producidos por las mitocondrias (Hirst, 2009). Los productos de la reacción serán NAD+ 
y ubiquinona reducida (QH2), con la consecuencia del trasporte de 4 H+ desde la matriz al 
espacio intermembrana, como se muestra en la ecuación final de reacción: 
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  110 | 217 
 
𝑁𝐴𝐷𝐻 + 𝑄 + 5 𝐻(𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧)
+ → 𝑁𝐴𝐷+ + 𝑄𝐻2 + 4 𝐻(𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑖𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎𝑠)
+   
El Complejo II, succinato deshidrogenasa o succinato-Q oxidorreductasa es el segundo 
complejo por el cual pueden ingresar e- a la ETC. El Complejo II forma tanto parte de la ETC 
como del ciclo de TCA. Se encuentra conformado por cuatro subunidades proteicas y contiene 
como cofactores a la flavín adenín dinucleótido (FAD), centros de FeS, y un grupo hemo (que 
no participa en la transferencia de e-) (Yankovskaya, 2003). Este complejo enzimático genera 
la reducción de succinato a fumarato, donde los electrones cedidos por el succinato son 
aceptados por FAD y a través de los centros FeS pasan a la Q, como se muestra en las siguientes 
reacciones:  
𝑆𝑢𝑐𝑐𝑖𝑛𝑎𝑡𝑜        →         𝐹𝑢𝑚𝑎𝑟𝑎𝑡𝑜
            𝐹𝐴𝐷+     ↷ 𝐹𝐴𝐷𝐻2
 
   𝐹𝐴𝐷𝐻2 + 𝑄    →         𝑄𝐻2 + 𝐹𝐴𝐷
+ 
Debido a que esta reacción no se encuentra acoplada a la liberación de H+ al espacio 
intermembrana, como ocurre en el Complejo I, se considera que mediante el Complejo II se 
produce menor cantidad de ATP.  
El Complejo III, también conocido como citocromo c reductasa o Q-citocromo c 
oxidorreductasa es una enzima en forma de dímero, donde cada dímero cuenta con 11 
subunidades proteicas, un centro de FeS y tres citocromos (un citocromo c1 y dos citocromo 
b) (Iwata et al., 1998). Los citocromos tienen un grupo hemo, en donde el hierro puede oxidarse 
o reducirse según sea necesario para generar la transferencia de e-. El citocromo c oxidado 
puede transferir sólo 1e-, por lo que toma los e- de la QH2, generada por los Complejos I y II, 
en dos pasos conocidos como ciclo Q (Trumpower, 1990). En el primer paso el Complejo III 
une tres sustratos; QH2, citocromo c y Q. QH2 es oxidado cediendo 1 e- al citocromo c (que 
pasará a estado reducido), generando el pasaje de 2 H+ al espacio intermembrana, mientras Q 
acepta el segundo e- y es reducido a Q.- (semi-ubiquinona). En el segundo paso se liberan los 
productos, excepto Q.-, y se capta una nueva molécula QH2. QH2 cederá 1 e- a un nuevo 
citocromo c y 1 e- a Q.- para producir citocromo c reducido y QH2, respectivamente. En este 
paso dos nuevos H+ son liberados al espacio intermembrana (Trumpower, 1990). Las 
ecuaciones involucradas son las siguientes: 
Paso 1: 𝑄𝐻2 + 𝑄 + 𝐶𝑖𝑡 𝐶(𝑜𝑥) → 𝑄.− + 𝐶𝑖𝑡 𝐶(𝑟𝑒𝑑) + 2 𝐻(𝑒𝑠𝑝.𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚.)
+ + 𝑄 
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Paso 2: 𝑄𝐻2 + 𝑄.− + 𝐶𝑖𝑡 𝐶(𝑜𝑥)  + 2 𝐻(𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧)
+ → 𝑄 + 𝑄𝐻2 + 𝐶𝑖𝑡 𝐶(𝑟𝑒𝑑) +  2 𝐻(𝑒𝑠𝑝.𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚.)
+  
Ecuación Final: 𝑸𝑯𝟐 + 𝟐 𝑪𝒊𝒕 𝑪(𝒐𝒙)  +  𝟐 𝑯(𝒎𝒂𝒕𝒓𝒊𝒛)+ → 𝑸 + 𝟐 𝑪𝒊𝒕 𝑪(𝒓𝒆𝒅) + 𝟒 𝑯(𝒆𝒔𝒑.𝒊𝒏𝒕𝒆𝒓𝒎.)+  
donde Cit C (ox) refiere a citocromo c oxidado, Cit C (red) a citocromo c reducido, QH2 es 
ubiquinona reducida, Q es ubiquinona oxidada, Q.- semi-ubiquinona, y esp.interm. refiere al 
especio intermembranas.  
Este pasaje de e- y la formación de Q.-, puede generar ROS al transferir e- al O2. Es así que 
dependiendo de la velocidad con la que pasen los e- por el Complejo III puede también haber 
producción de ROS (Cadenas et al., 1977; Murphy, 2008; Nickel et al., 2014). 
El Complejo IV o Citocromo c oxidasa consta de trece subunidades con dos grupos hemo y 
varios iones metálicos como cofactores como son cobre (Cu), magnesio (Mg) y zinc (Zn) 
(Tsukihara et al., 1996), que reduce el O2 a H2O transportando 4 H+ al espacio intermembrana. 
Los e- provenientes del citocromo c reducido son tomados por el Complejo IV y transferidos 
mediante los iones Cu y iones Fe de los grupos hemo de esta enzima hacia el O2 para reducirlo 
a H2O. Para reducir una molécula de O2 es necesario la transferencia de 4 citocromos c 
reducidos, formando 4 citocromos c oxidados y transportar 4 H+ al espacio intermembranas 
(Tsukihara et al., 1996). La ecuación final de las reacciones producidas es la siguiente: 
4 𝐶𝑖𝑡 𝐶(𝑟𝑒𝑑) +  𝑂2 +  8 𝐻(𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧)
+ → 4 𝐶𝑖𝑡 𝐶(𝑜𝑥) +  2 𝐻2𝑂 +  4 𝐻(𝑒𝑠𝑝𝑎𝑐𝑖𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑚𝑒𝑚𝑏𝑟𝑎𝑛𝑎)
+  
donde Cit C (red) representa el citocromo c reducido y Cit C (ox) al citocromo c oxidado.  
La transferencia de e- a través de la ETC genera un potencial electroquímico o fuerza protón 
motriz (∆p), definido como (Mitchell, 2011):  
∆𝑝 =  ∆Ѱ + 60 ∆𝑝𝐻 
donde el gradiente de H+ entre la matriz y el espacio intermembrana generan la diferencia de 
potencial químico (∆pH) y la diferencia de cargas positivas y negativas generan el ∆Ѱ 
(Mitchell, 2011).  
La ∆p es utilizada por el Complejo V o F0F1-ATP sintasa para producir ATP a partir de ADP y 
Pi en la matriz mitocondrial. Se ha descripto que la F0F1-ATP sintasa requiere del pasaje de 
entre 3 y 4 H+ a la matriz mitocondrial para producir una molécula de ATP (Walraven et al., 
1996). 
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La F0F1-ATP sintasa consta de una porción transmembrana y de una porción que se encuentra 
en la matriz mitocondrial. La porción transmembrana, F0, está formada por un anillo de 
subunidades c unido a la proteína a, que forma el canal por el cual atraviesan los H+ y que a su 
vez une a la proteína b, quién ancla todo el complejo a la porción F1. La porción F1 se mantiene 
unida a F0 también mediante la subunidades γ y la subunidad ε, que conforman el centro de F1. 
F1 se encuentra formada por un anillo catalítico de tres subunidades α y tres subunidades β, 
conocidas por tener sitios de unión a nucleótidos, y por la subunidad δ que ancla al complejo 
F1 a la proteína b de la porción F0 (Leslie & Walker, 2000).  
Cuando los H+ ingresan a través del canal de la proteína a, el “rotor” de subunidades c de F0 
comienza a funcionar, lo que genera que gire el eje central de F1; la subunidad γ. Este 
movimiento, aporta energía para que la subunidad β (inmóviles) de F1 puedan catalizar la 
producción de ATP (Dimroth et al., 2006; Leslie & Walker, 2000) (Ilustración 6.3). 
 
 
Ilustración 6.3. Esquema de la estructura de la F0F1-ATP sintasa.  
La F0F1-ATP sintasa consta de dos porciones, una transmembrana (F0) y otra ubicada en la 
matriz mitocondrial (F1). F0 se compone de un anillo de subunidades c unido a la subunidad 
a, ancla a la subunidad b y forma el canal para el pasaje de H+. Mientras la porción F1 consta 
de un anillo formado por 3 subunidades α y 3 subunidades β, unidas a la subunidad b, y 
subunidad δ. F1 posee un centro que funciona como “rotor” llamado subunidad γ que se 
encuentra unido a las subunidades c y a la subunidad ε. El pasaje de H+ por la subunidad a 
hace girar a las subunidades c y a la subunidad γ otorgando energía para que la subunidad β 
genere la producción de ATP a partir de ADP y Pi. 
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La oxidación de los complejos en la ETC se encuentra acoplada a la producción de ATP por la 
F0F1-ATP sintasa, es decir, si aumenta el ADP en el medio, la F0F1-ATP sintasa comienza a 
fosforilar el ADP para producir ATP, y para ello los H+ bombeados previamente al espacio 
intermembrana son nuevamente transportados a la matriz mitocondrial, ya que forman parte de 
la fuerza necesaria para que la F0F1-ATP sintasa. En condiciones donde el ADP disminuye, el 
transporte de e- y la extrusión de H+ al espacio intermembrana disminuyen. Esto garantiza que 
los sustratos se oxiden, los electrones se transporten y el O2 solamente cuando se requiere la 
síntesis de ATP. El acoplamiento mitocondrial puede representarse mediante el control 
respiratorio (CR) calculado a partir del consumo de O2 en estado 3 (con ADP) y estado 4 (sin 
exceso de ADP). En situaciones patológicas, puede ocurrir que las mitocondrias de los 
cardiomiocitos se encuentren “desacopladas”, estado que puede simularse experimentalmente 
con desacoplantes farmacológicos como el FCCP (del inglés Carbonyl cyanide p-(tri-
fluromethoxy)phenyl-hydrazone). Cuando esto ocurre, se disipa el gradiente de H+ (proton 
leak) y la F0F1-ATP sintasa no puede producir ATP correctamente, lo que puede verse como 
una disminución en el CR, ya que se consume O2 sin la producción de ATP correspondiente.  
6.1.3.  Producción y eliminación de ROS 
La mitocondria es la principal organela involucrada en la producción de ROS (Jensen, 1966). 
Los ROS pueden ser radicales libres, como O2- (anión superóxido) y radical hidroxilo (OH●), 
o compuestos oxidantes no radicales, como oxígeno singlete (1O2) y H2O2 (peróxido de 
hidrógeno). La producción de ROS está estrechamente relacionada con la producción de ATP, 
el consumo de O2 por las mitocondrias durante el pasaje de e- en la ETC, y la señalización de 
Ca2+ mitocondrial (Brookes et al., 2004). En condiciones fisiológicas, las mitocondrias 
producen O2- a partir de la reducción del O2 por el Complejo I o por el Complejo III, como se 
mencionó anteriormente. Este O2- que es dismutado a H2O2 por la acción de la superóxido 
dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) en la matriz mitocondrial (Cadenas et al., 
1977; Nickel et al., 2014). El H2O2 es menos reactivo que el O2-, pero además puede ser 
eliminado de la matriz mitocondrial por los sistemas antioxidantes. El H2O2 se elimina en la 
matriz principalmente por el sistema de la glutatión peroxidasa (GPX) y la peroxiredoxina 
(PRX), que utilizan glutatión (GHS) y tioredoxina (TRX) como aceptores de electrones dando 
los productos glutatión oxidado (GSSH) y TRX oxidada, respectivamente. A su vez estos 
sistemas se combinan con la producción de NADP+ (Bertero & Maack, 2018; Nickel et al., 
2014), como se indica en el siguiente esquema (Figura 6.4).  
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Ilustración 6.4. Esquema de la producción y eliminación de especies reactivas del oxígeno.  
Como se observa en el esquema la producción de ROS en la mitocondria se produce a través 
de la producción de superóxido (O2-) por los Complejos I y III cuando la ETC transporta e-. 
Este O2- transformado en peróxido de hidrógeno (H2O2) por la superóxido dismutasa 
(MnSOD). El H2O2 generado puede ser eliminado en la matriz mitocondrial por los sistemas 
reductores de la glutatión peroxidasa (GPX) y la peroxiredoxina (PRX) que se encuentran 
acoplados a la producción de NADP+. La GPX cataliza la reacción de oxidación del glutatión 
reducido (GSH) a glutatión oxidado (GSSG) y PRX cataliza la reacción de oxidación de la 
tioredoxina reducida (TRX) a tioredoxina oxidada (TRXo). La enzima glutatión reductasa 
(GR) y tioredoxina reductasa (TR) son las encargadas de regenerar el GSH y TRX, 
respectivamente. Estas últimas reacciones se encuentran acopladas a la producción de 
NADP+. 
 
El estrés oxidativo se define como el desbalance entre las especies oxidantes y antioxidantes. 
El aumento de ROS citosólico puede ser a causa de un aumento de la producción y/o 
disminución de la eliminación. Un aumento neto de ROS de forma sostenida sin aumento en 
las especies antioxidantes eventualmente dañará a la célula por un aumento del estrés oxidativo. 
El incremento de estrés oxidativo ya ha sido descripto en mitocondrias de animales con DM 
(Bombicino et al., 2017; Rukavina-Mikusic et al., 2021). En estas situaciones puede tener lugar 
un proceso llamado liberación de ROS inducida por ROS, en donde los ROS producidos por 
una sola mitocondria pueden transferirse a una mitocondria adyacente, lo que lleva a una 
reacción en cadena en la que muchas mitocondrias consecutivas producen una cantidad masiva 
de ROS que es liberada al citosol, lo que finalmente lleva a un daño mayor causando lesiones 
celulares (Zorov et al., 2000, 2014). 
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6.1.4.  Estructura y dinámica mitocondrial 
La dinámica mitocondrial se realiza mediante dos procesos complementarios, fisión y fusión, 
que se encuentran en equilibrio en condiciones fisiológicas. El proceso de fusión genera una 
nueva mitocondria a partir de dos organelas, fusionando el contenido de ambas mitocondrias 
originales ayudando a mitigar el daño mitocondrial. La fisión crea dos nuevas mitocondrias a 
partir de una, lo que contribuye al recambio mitocondrial y facilita la apoptosis durante los 
altos niveles de estrés celular (Kane & Youle, 2010). Es así como la dinámica mitocondrial es 
responsable de la cantidad, forma y función mitocondrial. Además, tanto los procesos de fusión 
como los de fisión están relacionadas con la OXPHOS mitocondrial. Las mitocondrias que se 
encuentran bajo estrés metabólico con OXPHOS defectuosa promueven la fragmentación 
mitocondrial (Sauvanet et al., 2010).  
El proceso de fisión está regulado por varias proteínas, pero las más importantes descriptas y 
estudiadas son Drp1 (del inglés dynamin-related protein 1), que tiene la capacidad de vesicular 
membranas (Herskovits et al., 1993), y Fis-1, que conecta Drp1 con la OMM (Yoon et al., 
2003). La fusión mitocondrial está controlada por dos proteínas principales: la proteína Opa1 
(del inglés optic atrophy 1), ubicada en la IMM, y la Mfn1/Mfn2 (mitofusina 1 y 2), ubicada 
en la OMM (Cipolat et al., 2004). El equilibrio entre la fusión y la fisión mitocondrial es 
esencial e incluso defectos leves en la dinámica mitocondrial están asociados con la patogénesis 
de diferentes enfermedades. Además, la fisión suele estar asociada con procesos deletéreos y 
la fusión con mecanismos compensatorios, aunque ambos procesos son necesarios durante el 
desarrollo (Chen et al., 2003; Ishihara et al., 2009). 
 
6.1.5.  Mitocondrias en la CMD 
La mitocondria es una de las organelas más importantes para el correcto funcionamiento del 
corazón por todas las funciones mencionadas anteriormente. Debido a que durante la CMD se 
producen alteraciones metabólicas que generan cambios en la producción de energía, es 
fundamental estudiar la función mitocondrial. 
Durante la CMD se produce un aumento en el depósito de lípidos que afecta el funcionamiento 
y rendimiento mitocondrial. Los lípidos contribuyen a los cambios en la disponibilidad de 
sustrato que caracteriza al corazón diabético, que incluyen aumento en los AG libres y 
disminución de la acción de la insulina (Finck et al., 2003).  
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El cambio en el metabolismo cardiaco directamente afecta la función mitocondrial generando 
cambios en el consumo de O2 por la ETC en las mitocondrias (How et al., 2006), la producción 
de ATP (Bombicino et al., 2017; Fang et al., 2018), y en la producción/eliminación de H2O2 
(Anderson et al., 2009). Debido a que como mencionamos el metabolismo mitocondrial está 
estrechamente relacionado con la morfología y dinámica mitocondrial, durante la patología 
diabética también se han observado alteraciones de la dinámica como disminución en el 
tamaño, aumento de proteínas relacionadas con la fisión mitocondrial, entre otras, incluso en 
muestras de tejido cardiaco obtenidas de pacientes diabéticos (Dabkowski et al., 2010; 
Galloway & Yoon, 2015; Montaigne et al., 2014; Yu et al., 2006). 
Por último, las alteraciones mitocondriales tanto en su función como morfología afectan no 
solo a estas organelas sino también a las células y al miocardio en general. Se ha observado 
que en corazones diabéticos ocurre muerte celular por aumento de la apertura del mPTP 
relacionando a la mitocondria con las causas de muerte celular (Anderson et al., 2011; X. 
Wang, 2001).  
 
En este contexto investigar la función mitocondrial es primordial para la comprensión de 
los mecanismos desarrollados en la cascada apoptótica producida por la prediabetes en 
el corazón. Por lo tanto, el objetivo específico de este capítulo fue estudiar los cambios 
funcionales, metabólicos y en la dinámica mitocondrial producidos por la prediabetes, 
que puedan estar colaborando con los efectos deletéreos producidos en el corazón 
prediabético.   
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6.2.  Materiales y Métodos 
6.2.1.  Aislamiento de mitocondrias 
Las mitocondrias de corazón de ratón fueron aisladas por centrifugación diferencial en una 
centrífuga Sorvall RC5C. Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, el corazón 
fue extraído del tórax y lavado en la solución buffer STE (250 mM sacarosa, 5 mM Tris-HCl, 
2 mM EGTA, pH = 7.4) sobre hielo para mantener la temperatura a 4 ºC. Una vez eliminada la 
sangre del corazón, el tejido fue cortado en pequeñas piezas y digerido utilizando 2,5 ml de 
buffer STE suplementado con proteasa bacteriana (2,5 U/ml), albumina de suero bovino (BSA 
del inglés bovine serum albumin, 0,5 % p/v), MgCl2 (5 mM) y ATP (1 mM), por 4 minutos a 
4 ºC. Pasado ese tiempo, el tejido fue transvasado a un Potter Elvejhem de vidrio en donde se 
terminó de homogenizar. El homogenato fue centrifugado a 8000 g por 10 min para retirar la 
proteasa que queda en el sobrenadante y finalizar la digestión. Las mitocondrias obtenidas en 
el precipitado fueron resuspendidas en 4 ml de buffer STE y se centrifugadas a 700 g por 10 
min para eliminar los núcleos y restos celulares. El sobrenadante fue colectado y centrifugado 
a 8000 g por 10 min para obtener en el precipitado la fracción mitocondrial. Las mitocondrias 
fueron lavadas realizando dos centrifugaciones más de 8000 g por 10 min más en buffer STE 
y resuspendiendo el precipitado final en 100 – 150 µl para obtener una concentración final de 
8 – 12 mg/ml. Todo el procedimiento fue realizado manteniendo la temperatura a 4 ºC.  
La concentración de proteína en las mitocondrias aisladas fue medida por el método Lowry 
explicado en la sección Método de Lowry o Método de Bradford del APENDICE I.  
 
La pureza del aislamiento mitocondrial también se corroboró por MET. Para esto las 
mitocondrias aisladas fueron fijadas en glutaraldehído (2% v/v) a 4 °C. Una vez hecha la 
primera fijación, cada muestra fue lavada en buffer fosfato (168 mM Na2HPO4, 49 mM 
NaH2PO4) y post-fijadas en OsO4 (1 % v/v) por 1 hora a 4 ºC. Posteriormente, las muestras 
fueron deshidratadas en series graduadas de alcohol desde 50º hasta acetona, y embebidas en 
resina epoxy (Spurr, 1969) y se dejaron polimerizar por 24 horas a 60ºC. De los cortes 
semifinos se realizaron cortes ultrafinos con ultramicrótomo (Ultracut R; Leica EM UC7), los 
cuales se montaron en grillas y tiñeron con una solución de acetato de uranilo y citrato de plomo 
(1 % v/v). Las grillas fueron examinadas en el microscopio electrónico de transmisión JEOL 
JEM 1200 Zeiss usando una cámara digital (Erlangshen ES1000) para la toma de imágenes. 
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  118 | 217 
 
Para corroborar la pureza del aislamiento también se realizó un western blot de las fracciones 
de homogenato total, sobrenadante y mitocondrias aisladas, midiendo la proteína citocromo c 
oxidasa (COX) que sólo se encuentra presente en la fracción mitocondrial.  
6.2.2.  Determinación de swelling mitocondrial 
El swelling mitocondrial es un parámetro utilizado para evaluar el volumen de la mitocondria 
y la apertura del mPTP, que permite el paso de solutos de hasta ~1,5 KDa (Douglas R. Hunter 
& Haworth, 1979), uno de los eventos que ocurre en los procesos de muerte celular por 
apoptosis, generando hinchamiento o swelling de la organela. El swelling mitocondrial puede 
ser fisiológico si es leve, o puede corresponderse con el deterioro que poseen las mitocondrias 
del tejido en estudio. Este parámetro se midió a través de la detección del descenso de la 
dispersión de la luz (densidad óptica o D.O) en una suspensión de mitocondrias aisladas, 
inducido por el agregado de una solución de Ca2+ en un espectrofluorómetro (Aminco Serie 
Bowman 2). El agregado de las soluciones de Ca2+ promueve la entrada de iones y agua a las 
mitocondrias en suspensión, generando que se hinchen y dispersen más la luz, disminuyendo 
la D.O.  
Las mitocondrias frescas aisladas a partir del conjunto de 6 corazones fueron incubadas en el 
medio de reacción (120 mM KCl, 20 mM MOPS, 10 mM Tris-HCl, 5 mM KH2PO4, a pH = 
7.4) y succinato (20 mM) como sustrato del Complejo II, a 37 ºC durante 5 minutos. Luego de 
transcurrido el tiempo, fueron colocadas en una cubeta de plástico en el espectrofluorómetro, 
manteniendo la temperatura en 37 ºC, en agitación continua durante todo el experimento. Para 
obtener la medida de D.O basal se registró la transmitancia a λ = 540 nm durante los primeros 
2 minutos, y luego se agregó una solución de CaCl2 (20, 100 o 200 mM) para inducir la apertura 
del mPTP.  
La medida de swelling se expresó como la diferencia de D.O calculada entre la D.O basal y la 
DO posterior al agregado de cada solución de CaCl2.  
6.2.3.  Cuantificación de huecos o holes mitocondriales 
Para cuantificar los espacios menos electrodensos (holes o huecos) presentes en las 
mitocondrias que se evidenciaron en las imágenes de MET, se utilizó el programa Image 
ProPlus. Las muestras para MET fueron preparadas como se indicó previamente en 
Microscopia electrónica de transmisión. Las imágenes tomadas a una magnificación de 
30000x fueron utilizadas para medir este parámetro.  
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Cada mitocondria analizada fue esqueletonizada para delimitar los bordes de la organela y se 
midió el área total de la misma y el área ocupada por los holes observados. Las medidas se 
realizaron en al menos 3 mitocondrias de 3 fotografías tomadas de 3 corazones por cada 
tratamiento. En la Figura 6.1 se muestra una ampliación de dos mitocondrias de cada grupo 
analizadas, donde los huecos fueron delimitados con una línea roja, utilizada para cuantificar 
el área ocupada por los huecos respecto del área total de la mitocondria.  
 
Figura 6.1. Medida de huecos mitocondriales por microscopia electrónica de transmisión. 
Imagen representativa del tejido cardiaco de animales tratados con DC (izquierda) y DRF 
(derecha) en donde se marcaron con verde las mitocondrias analizadas. En la parte inferior 
de la figura se muestran recuadros con una ampliación en la zona de las mitocondrias 
analizadas, con su membrana esqueletonizada (en verde), y los huecos señalizados y 
delimitados con una línea roja. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. 
 
6.2.4.  Determinación de la capacidad de retención de calcio 
La capacidad de retención de Ca2+ (CRC), como su nombre lo indica, es la capacidad que tiene 
la mitocondria para captar y retener el Ca2+ que se encuentra en el medio extra-mitocondrial. 
La CRC se mide experimentalmente para evaluar la sensibilidad del mPTP, ya que como 
mencionamos, un aumento de Ca2+ sobre cierto umbral genera la apertura del mPTP. Frente a 
distintos agregados de Ca2+ la mitocondria captará la mayor cantidad de Ca2+ hasta que el 
mPTP se abra por completo y se libere todo el contenido mitocondrial al medio.  
La CRC fue evaluada en mitocondrias aisladas frescas en el detector Varioskan® LUX 
(Thermo Scientific, MA, USA) mediante el registro de la emisión del indicador Calcium Green-
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5N en forma de sal. Este indicador censa cambios en la concentración de Ca2+ en el medio 
externo a las mitocondrias debido a que no permea las membranas (Error! Reference source 
not found.), y es de simple excitación (λ = 506 nm) y simple emisión (λ = 532 nm). La KD del 
Calcium Green-5N sal es igual a 14 µM, lo que implica que tiene baja afinidad por el Ca2+. 
Esta particularidad es importante porque le permite captar Ca2+ en cada agregado y liberarlo 
rápidamente, quedando disponible para que sea captado por las mitocondrias. 
Para realizar las medidas de CRC las mitocondrias aisladas frescas (1 mg/ml) fueron incubadas 
en un medio (120 mM KCl, 20 mM MOPS, 10 mM Tris-HCl and 5 mM KH2PO4, pH = 7.4) a 
37 ºC. Posteriormente fue agregado el indicador Calcium Green-5N (0.5 µM) y se comenzó a 
registrar la fluorescencia (excitando a λ = 506nm y colectando la señal a λ = 532 nm). Luego 
de obtener una fluorescencia basal hicieron agregados secuenciales de CaCl2 (10 μM) hasta 
que se alcanzó el punto de saturación de captación de Ca2+ mitocondrial, y se produjo la 
apertura del mPTP (Figura 6.5). La CRC fue expresada como nanomoles de Ca2+ (calculados 
a partir del número de agregados de pulsos de Ca2+ multiplicados por la concentración de Ca2+ 
utilizada) por milligramos de proteína mitocondrial. 
  
Ilustración 6.5. Esquema del protocolo utilizado para medir la capacidad de retención de 
Ca2+. 
Como se muestra en la figura, a medida que se realizan agregados de Ca2+(señalizados con 
flechas), se produce un pico de fluorescencia, que luego disminuye a valores basales debido a 
la captación de Ca2+ por las mitocondrias de la muestra. Este mecanismo se reproduce hasta 
que se abre el mPTP debido a que las mitocondrias no pueden captar y retener más el Ca2+, 
arrojando un máximo en la fluorescencia.  
 
6.2.5.  Determinación del potencial de membrana mitocondrial 
La determinación de ∆ᴪ fue realizada en cardiomiocitos aislados (como se indica en el 
Aislamiento de cardiomiocitos), cargados con la sonda fluorescente JC-1. Este indicador tiene 
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la capacidad de cambiar la emisión de fluorescencia desde verde (~525 nm) a rojo (~590 nm) 
según sea el ∆ᴪ al que se acopla (Ilustración 6.6). 
   
Ilustración 6.6. Estructura de la sonda fluorescente JC-1.  
  
El indicador existe en su forma como monómero y puede ingresar selectivamente a las 
mitocondrias. Si al ingresar a la organela el ∆ᴪ es aproximadamente -180mV como ocurre en 
mitocondrias sanas, el JC-1 formará agregados que emiten a longitudes de onda cercanas al 
rojo. Mientras que, si las mitocondrias se encuentran dañadas y su potencial resulta menos 
negativo, el JC-1 mantendrá su forma monomérica que emite en longitudes de onda cercanas 
al verde (Error! Reference source not found.).  
Una vez aislados los cardiomiocitos fueron incubados con JC-1 en una concentración de 3 μM 
a 37 ºC por 20 minutos y luego se lavaron en el buffer HEPES durante 20 minutos. Las células 
incubadas se excitaron en un Microscopio Confocal LSM410 con un láser de Argón a 488 nm 
y la fluorescencia emitida se fue colectada a λ = 530 nm y λ = 590 nm (Ilustración 6.7). 
El ∆ᴪ se estimó a partir de la relación de emisión en rojo y verde que presentaron las células, 
es decir el porcentaje de fluorescencia colectada a λ = 590 nm respecto de la fluorescencia 
colectada a λ = 530 nm. 
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Ilustración 6.7. Espectro de excitación y emisión del indicador JC-1.  
La línea punteada amarilla indica el patrón de excitación posible para el JC-1 y la línea recta 
punteada azul indica la excitación utilizada con el láser de Argón. La curva continua 
representa las dos emisiones posibles. Las líneas punteadas verde y roja muestran las 
emisiones a las que fue colectada la fluorescencia. Esquemáticamente se representó el 
mecanismo de JC-1 en una mitocondria sana (derecha, roja) y una mitocondria con pérdida 
del ∆ᴪ (izquierda, verde), en la parte superior de la imagen. 
 
6.2.6.  Determinación del consumo de oxígeno mitocondrial  
El consumo de O2 mitocondrial puede determinarse en distintos estados respiratorios 
(Ilustración 6.8) de los cuales se obtiene distinta información del metabolismo, acoplamiento 
e integridad mitocondrial. La velocidad de consumo de oxígeno fue determinada utilizando un 
electrodo de Clark de alta resolución (Hansatech Oxygraph, Hansatech Instruments Ltd., 
Norfolk, England), que se encuentra adosado a una cámara de incubación con un baño 
termostatizado y manteniendo agitación constante.  
El electrodo Clark se encuentra conformado por un cátodo de platino y un ánodo de referencia 
de plata (Ag) bañados en una solución de KCl. El electrodo se dispone en un compartimento, 
aislado de la cámara de incubación por una membrana que es permeable al O2, lo que permite 
que sólo el O2 alcance al cátodo del electrodo. Cuando el O2 atraviesa la membrana, es reducido 
electrolíticamente (por una diferencia de potencial aplicado) generando una corriente que es 
estequiométricamente proporcional a la concentración de O2 que atravesó la membrana. Esta 
corriente es registrada por el software y convertida a unidades de concentración de O2. 
Las mitocondrias aisladas frescas (0,4 – 0,6 mg/ml) fueron incubadas en la cámara del equipo 
conteniendo un buffer de respiración (120 mM KCl, 5 mM KH2PO4, 1 mM EGTA, 3 mM 
HEPES, 1 mg/ml BSA, pH = 7.2) a 30ºC y en agitación. El estado respiratorio 4 (estado 4: alto 
contenido de sustrato y bajo contenido de ADP) fue medido en presencia de malato (2 mM) y 
glutamato (5 mM), sustratos para el Complejo I de la ETC. Posteriormente se agregó ADP (25 
mM) al medio para comenzar a medir el estado respiratorio 3 (estado 3: alto contenido de 
sustrato y de ADP). La velocidad de consumo de O2 mitocondrial para cada estado, fue 
calculada a partir de las pendientes obtenidas del gráfico de consumo de oxígeno en función 
del tiempo (Ilustración 6.8). 
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  123 | 217 
 
Los resultados fueron expresados en nanogramos de átomo de oxígeno por miligramos de 
proteína en la muestra, y se calculó el cociente entre el estado 3 y estado 4 de consumo de 
oxígeno que representa el CR (control respiratorio). 
  
Ilustración 6.8. Esquema que representa el protocolo usado para medir los distintos estados 
de consumo de O2 en las mitocondrias aisladas.  
Las mitocondrias aisladas frescas fueron agregadas al medio de reacción para medir consumo 
de O2 mediante un electrodo de Clark. El medio posee Malato y Glutamato, para estimular al 
Complejo I de la cadena transportadora de electrones. El gráfico muestra tres segmentos: en 
el primero solamente está presente el medio de reacción; el segundo, se corresponde con el 
estado 4 (agregado de mitocondrias); y el tercero, con el agregado de ADP representa el 
estado 3. El primer segmento muestra la ausencia de cambios en el consumo de O2, y en el 
segundo y tercer segmento se ejemplifica una disminución en la concentración de O2 en el 
medio de reacción. La pendiente de estos últimos segmentos permite calcular la velocidad de 
consumo de O2 por la mitocondrias en los estados energéticos mencionados.  
 
6.2.7.  Determinación de la producción de ATP 
La producción de ATP es realizada por la F0F1-ATP sintasa quién ingresa H+ desde el espacio 
intermembrana hacia la matriz mitocondrial a favor de su gradiente, para utilizarlo como fuerza 
(fuerza protón motriz o ∆p) para adicionar un fosfato a la molécula de ADP. La producción de 
ATP se encuentra acoplada a la ETC ya que en el proceso de consumo de O2 y transporte de e- 
se extruyen H+ al espacio intermembrana para generar el gradiente de H+ (Ilustración 6.2).  
La producción de ATP fue medida en mitocondrias aisladas frescas por el método 
luciferina/luciferasa utilizando el detector Varioskan® LUX (Thermo Scientific, MA, USA. La 
luciferasa de luciérnaga ha sido utilizada para medir el contenido de ATP en mitocondrias 
debido a su propiedad quimioluminiscente (Leach & Webster, 1986). Las reacciones 
producidas en la placa de incubación utilizadas para el experimento son las siguientes: 
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 Luciferasa + Luciferina + ATP → Luciferasa-luciferil-AMP + Pi 
 Luciferasa-luciferil-AMP + O2 → Luciferasa + Oxiluciferina + AMP + CO2 + hν 
El luminómetro contabiliza la producción de luz (hν), que luego puede ser convertida en 
producción de ATP mediante una curva de calibración.  
Para esto, 1 mg/ml de mitocondrias aisladas fueron incubadas en el medio de reacción 
(composición: 150 mM KCl, 25 mM Tris-HCl, 2 mM EDTA, 0.1 % BSA, 10 mM 
K2HPO4/KH2PO4, 0.1 mM MgCl2, 0.8 mM luciferina, 20 μg/ml luciferasa, pH = 7.4) a 28 ºC. 
Se agregó glutamato (1,25 mM) y malato (3 mM) como sustratos del Complejo I, y ADP (125 
µM) como sustrato para la F0F1-ATP sintasa, y se registró la señal. La luz obtenida de la 
reacción mencionada anteriormente se transformó a producción de ATP realizando una curva 
de calibración con ATP como estándar. Los resultados fueron expresados como velocidad de 
producción de ATP (nmol ATP/min x mg proteína).  
6.2.8.  Determinación de la producción de peróxido de hidrógeno 
El H2O2 es una especie estable activa derivada del O2, que se produce en la mitocondria en 
condiciones fisiológicas a partir del anión O2-. Como se mencionó previamente, la ETC durante 
el transporte de e-, consume O2 que puede transformarse en O2-, el cual rápidamente es 
convertido a H2O2 por la acción de MnSOD. La concentración de H2O2 es normalmente 
mantenida en bajos niveles (1 nM - 100 nM) pero puede encontrarse aumentada en situaciones 
patológicas, y así como la producción de ATP y consumo de O2, es uno de los estudios 
utilizados para evaluar la integridad mitocondrial. 
La velocidad de producción mitocondrial de H2O2 fue determinada a través de la utilización de 
la peroxidasa de rábano picante (HRP, del inglés horseradish peroxidase) en presencia de 
Amplex Red (10-acetil-3,7-dihidroxifenoxacina) como detección fluorométrica. En presencia 
de HRP, el reactivo Amplex Red reacciona con H2O2, en una relación estequiométrica 1:1, para 
dar el producto de oxidación resorufina, que emite fluorescencia roja. La resorufina tiene 
niveles máximos de excitación aproximadamente a λ = 571 nm y de emisión a λ = 585 nm.  
Las mitocondrias aisladas frescas fueron incubadas en el medio de reacción (125 mM sacarosa, 
65 mM KCl, 10 mM HEPES, 2 mM KH2PO4, 2 mM MgCl2, 0.01 % BSA, pH = 7.2) junto con 
el reactivo Amplex Red (25 μM), HRP (0.5 U/ml), y malato (2 mM) y glutamato (5 mM) como 
sustratos del Complejo I. La reacción fue detectada mediante el uso del detector Varioskan® 
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LUX (Thermo Scientific, MA, USA), excitando al reactivo Amplex Red a λ = 563 nm y 
colectando la fluorescencia de resofurina a λ = 587 nm. Para convertir los valores a 
concentración de H2O2 se realizó una curva de calibración usando H2O2 como estándar y los 
valores obtenidos fueron expresados como velocidad de producción H2O2 (nmol H2O2 /min x 
mg proteína).  
6.2.9.  Análisis de la morfología mitocondrial 
Las muestras para MET fueron preparadas como se indicó previamente en Microscopia 
electrónica de transmisión, en el Capítulo 5). Las imágenes de MET fueron tomadas a varios 
aumentos para evaluar distintos parámetros mitocondriales y de las fibras contráctiles del 
corazón. Las imágenes tomadas a una magnificación de 12000x fueron utilizadas para medir 
el perímetro, diámetro Feret, área y redondez de las mitocondrias.  
Debido a que las mitocondrias no son objetos esféricos, sino que tienen una forma irregular, el 
diámetro Feret y la redondez son parámetros más acordes y utilizados para evaluar el tamaño 
de las mitocondrias a partir de imágenes dos dimensiones. El diámetro Feret es una medida 
promedio de la distancia entre dos tangentes paralelas tomadas en todas las direcciones posibles 
(Pabst & Gregorova, 2007). En la Ilustración 6.9 se esquematiza el diámetro Feret tomando 
como ejemplo sólo 3 tangentes paralelas para facilitar comprensión del análisis.  
  
Ilustración 6.9. Esquema de la medida del Diámetro Feret.  
En celeste, rojo y verde se representaron 3 tangentes y sus respectivas tangentes paralelas. 
Las líneas con flechas marcan la distancia medida entre dos líneas tangenciales paralelas que 
formaran parte del promedio del diámetro Feret. El relleno rosa muestra el área y la línea 
negra el perímetro del objeto. 
 
La redondez de un objeto, como la mitocondria, demuestra cuán redonda es comparada con la 
redondez de un círculo. Para evaluarla fue utilizada la siguiente formula:  
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donde P es el perímetro y A es el área del objeto. Una vez que calculada la redondez de la 
mitocondria, se mide cuánto dista este parámetro del valor 1, que representa un círculo perfecto. 
Es así que estructuras más o menos redondas, se acercan más o menos, respectivamente, a este 
valor.  
Las imágenes de 12000x y 30000x se utilizaron para contabilizar el número de mitocondrias 
en el tejido cardiaco. Se usaron al menos 9 imágenes de cada tejido preparado, y el número de 
mitocondrias se normalizó según el tamaño de la micrografía (nº/µm2). 
6.2.10.  Determinación de procesos de fisión y fusión 
La determinación de procesos de fusión y fisión fue llevada a cabo mediante la medida de 
expresión de las proteínas Opa1 y Drp1, respectivamente. Para esto se prepararon homogenatos 
de corazón y se realizó un western blot como se indica en Western blot del APENDICE I. 
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6.3.  Resultados 
6.3.1.  La prediabetes altera la carga de Ca2+ mitocondrial y genera swelling mitocondrial 
La mitocondria capta un pequeño porcentaje de Ca2+ en cada latido a través del MCU, el cual, 
como se mencionó anteriormente (ver 6.1.1. ), tiene la particularidad de necesitar altas 
concentraciones de Ca2+ en los microdominios (espacios que relacionan a la mitocondria con 
el RS) para poder abrirse. La disminución distancia entre el RS y la mitocondria, sumado a las 
pérdidas de Ca2+ desde el RS pueden ser condiciones propicias para una mayor captación de 
Ca2+ mitocondrial y posterior sobrecarga de la organela. Por este motivo se estudió la CRC 
(capacidad de retención de calcio) de las mitocondrias, con el objetivo de evaluar la 
sensibilidad de estas organelas al Ca2+ extra-mitocondrial, junto con el swelling o hinchamiento 
mitocondrial en mitocondrias aisladas. Ambos procesos han sido descriptos relacionados con 
la sensibilidad del mPTP, a su vez asociado con la muerte celular por apoptosis.  
Para el estudio del swelling y CRC mitocondrial se aislaron mitocondrias como se explica en 
la sección Aislamiento de mitocondrias. Durante los experimentos de swelling se midió la 
dispersión de luz que genera la suspensión de mitocondrias, previo y posterior al agregado de 
un pulso de Ca2+ de distintas concentraciones (20 mM, 100 mM, 200 mM) (ver Determinación 
de swelling mitocondrial). Para la determinación de CRC se midió la cantidad de Ca2+ extra 
mitocondrial con la sonda Calcium Green 5N en forma de sal realizando pulsos de Ca2+ 10 µM 
secuenciales hasta provocar la apertura del mPTP. Las mitocondrias pueden captar y retener 
Ca2+, por lo que en cada pulso de Ca2+ agregado, la fluorescencia sube al unirse a la sonda 
Calcium Green 5N y luego disminuye, a causa de la captación de Ca2+ por la mitocondria. Esto 
ocurre hasta que se alcanza un punto de saturación de captación de Ca2+ mitocondrial, y se 
produce la apertura del mPTP (ver Determinación de la capacidad de retención de calcio).  
En la Figura 6.2.a se pueden observar micrografías de MET representativas de los aislamientos 
mitocondriales e inmunoblots de las distintas fracciones obtenidas durante el proceso de 
aislamiento, en donde se midió la expresión de la enzima COX que solo está presente en las 
mitocondrias en la fracción final. Estos experimentos prueban la pureza de la preparación de 
mitocondrias aisladas y la preservación de la organela durante el protocolo. La Figura 6.2.b y 
c muestra los registros obtenidos de los experimentos de swelling mitocondrial y CRC, 
respectivamente, junto con sus datos promedios en mitocondrias aisladas de corazones de 
ratones tratados con DC o DRF. Las mitocondrias de ratones tratados DRF mostraron un mayor 
swelling mitocondrial ante el agregado de distintas concentraciones de Ca2+, que puede 
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observarse como un incremento en la disminución de D.O, junto con una menor CRC, es decir, 
menor capacidad para captar y retener Ca2+, que las mitocondrias de ratones tratados con DC. 
Estos resultados sugieren que el nivel de Ca2+ en mitocondrias de corazones de ratones 
prediabéticos se encuentra aumentados, próximo al umbral que activa la apertura del mPTP.  
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Figura 6.2. La prediabetes aumenta el swelling mitocondrial y disminuye la CRC. 
A, Fotografías de microscopía electrónica de transmisión (MET) de mitocondrias aisladas a 
dos magnificaciones diferentes e inmunoblots de las distintas fracciones obtenidas durante el 
proceso de aislamiento para evaluar su pureza. En estas muestras también se midió la 
expresión de la enzima citocromo c oxidasa, la cual sólo se observó sólo en la fracción 
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mitocondrial final. B, a la izquierda, trazos representativos de la medida de swelling 
mitocondrial por espectrometría de una suspensión de mitocondrias aisladas de corazones de 
ratones tratados con DC (negro) y DRF (verde), y a la derecha los valores promedio de 
densidad óptica, mostrando una mayor dispersión de la luz en las mitocondrias de ratones 
tratados con DRF luego de cada pulso de Ca2+ (20, 100 y 200mM). C, a la izquierda trazos 
representativos de medidas de capacidad de retención de Ca2+ (CRC), medido con la sal 
fluorescente Calcium Green-5N, donde las flechas indican la adición de pulsos de Ca2+ a la 
suspensión de mitocondrias aisladas de corazones de ratones DC (en negro) y DRF (en verde). 
A la derecha, el gráfico de barras muestra los datos promedio obtenidos demostrando que las 
mitocondrias de corazones de animales tratados con DRF tienen una menor CRC que las DC. 
COX: citocromo c oxidasa, D.O: densidad óptica, DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa. * p < 0,05, n = 5 - 6 por grupo. 
 
Además, en las fotografías de MET se halló que las mitocondrias de corazones prediabéticos 
poseen espacios menos electrodensos como “holes o huecos”, consistente con el swelling 
mitocondrial, junto con disrupción de su estructura y de las crestas mitocondriales, que no se 
observaron en mitocondrias de corazones de ratones tratados con DC (Figura 6.3.a). Para 
cuantificar estos espacios o holes, se utilizaron las imágenes tomadas en una magnificación de 
30000x, se delimitó a la mitocondria en estudio para medir el área total de la misma, y a los 
holes observados para medir el área ocupa por estos. El área ocupada por los holes se normalizó 
con el área total. Como muestra Figura 6.3.b, al cuantificar este parámetro, se observó un 
aumento en las mitocondrias de corazones de ratones tratados con DRF. Alrededor de un 20 % 
del área mitocondrial de los corazones de ratones DRF, se ve dañado, y no es ocupado por las 
crestas mitocondriales como ocurre en los corazones de ratones DC, que sólo presentan un 5 
% de espacios menos electrodensos.  
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Figura 6.3. La prediabetes genera cambios en la estructura de las crestas mitocondriales y 
holes en el interior de la mitocondria.  
A, imágenes representativas de microscopía electrónica de transmisión (MET) de muestras de 
tejido cardíaco de ratones WT tratados con DC y DRF, en magnificación de 80000x. B, gráfico 
de barras que representa el porcentaje de área mitocondrial ocupada por huecos o holes. En 
el tejido cardiaco de ratones WT DRF se observaron alteraciones en las crestas mitocondriales 
(indicado con flechas verdes), compatible con el swelling o hinchamiento mitocondrial, y 
disrupción de la organización intramitocondrial, en comparación con corazones de ratones 
WT tratados con DC. WT: wild type o cepa salvaje, DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa. Promedio ± SEM, **** p< 0,0001, se analizaron 9 mitocondrias de 3 imágenes 
diferentes por cada corazón, n = 3 corazones por grupo. 
 
6.3.2.  La prediabetes induce cambios en el potencial de membrana mitocondrial 
Los cambios en la captación de Ca2+ pueden influenciar el Δᴪ y viceversa, por lo tanto, debido 
a que observamos cambios en la CRC y sobrecarga de Ca2+, podría generarse despolarización 
de la membrana mitocondrial en los corazones prediabéticos. El Δᴪ se evaluó en cardiomiocitos 
aislados de ratones tratados con DC y DRF, cargados con el indicador de Δᴪ mitocondrial, JC-
1. Este indicador, como se indica en la sección Determinación del potencial de membrana 
mitocondrial, es una sonda que se une a la membrana mitocondrial y emite fluorescencia a 
distintas longitudes de onda según el Δᴪ mitocondrial. La emisión roja indica un Δᴪ 
mitocondrial de aproximadamente −180 mV, mientras que la emisión verde indica un Δᴪ 
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mitocondrial mayor (menos negativo). La disminución de la relación de intensidades de 
emisión registradas a 590 nm y 530 nm (590/530 nm) indica una mayor despolarización 
mitocondrial. En la Figura 6.4 se observan fotografías representativas de cardiomiocitos 
aislados de ratones WT tratados con DC y DRF en las distintas emisiones (590 y 530 nm) junto 
con la imagen de ambas emisiones en conjunto. Como se aprecia en la imagen representativa 
y se observa en los resultados promedios, se encontró una mayor relación de emisiones 590/530 
nm, y por ende, en la despolarización mitocondrial en los cardiomiocitos de ratones WT DRF 
respecto de los cardiomiocitos de ratones WT DC. 
 
Figura 6.4. La prediabetes afecta el potencial de membrana mitocondrial. 
Fotografías representativas de cardiomiocitos aislados de ratones WT tratados con DC y DRF, 
cargados con el indicador de potencial de membrana mitocondrial (Δᴪ), JC-1. El indicador 
emite a λ = 530 nm y 590 nm, y la relación de emisión 590/530 nm expresa la magnitud de 
despolarización en las mitocondrias de los cardiomiocitos. En los resultados promedios 
mostrados en el gráfico de barra se observa despolarización mitocondrial por una disminución 
en la relación 590/530 nm en cardiomiocitos aislados de ratones WT DRF respecto de los 
cardiomiocitos aislados de ratones WT DC. WT: wild type o cepa salvaje, DC: dieta control, 
DRF: dieta rica en fructosa. * p < 0,05, 16 - 27 cardiomiocitos de 3 - 5 animales por grupo. 
 
6.3.3.  La prediabetes desencadena alteraciones en el metabolismo mitocondrial cardiaco 
Debido a que el Ca2+ mitocondrial activa a 3 de las deshidrogenasas del ciclo TCA, su mayor 
captación puede ser beneficiosa, o si se supera cierto límite, puede terminar en procesos 
deletéreos como ocurre con la apertura del mPTP. Debido a esto, la proximidad RS-
mitocondria puede ser útil para aumentar la actividad mitocondrial en la prediabetes, pero 
puede tornarse perjudicial y afectar tanto propiedades como funciones mitocondriales cuando 
supera un umbral crítico. Basados en las diferencias en la ultraestructura del tejido y las 
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alteraciones en el manejo de Ca2+, nos propusimos evaluar si el metabolismo y la bioenergética 
mitocondrial se veían afectados por la DRF. Para ello, medimos el consumo de O2 mitocondrial 
y la velocidad de producción de ATP y de H2O2 en mitocondrias aisladas (para más detalle ver 
Determinación del consumo de oxígeno mitocondrial, Determinación de la producción de 
ATP, y Determinación de la producción de peróxido de hidrógeno).  
Las mitocondrias de ratones tratados con la DRF mostraron un incremento del consumo de O2 
en estado 4 (estado respiratorio en reposo, sin ADP extra) sin cambios del consumo de O2 en 
estado 3 (estado respiratorio en actividad, con el agregado de ADP) respecto de las 
mitocondrias de ratones tratados con DC. Apoyando estos resultados, el cociente entre el estado 
3 y estado 4 o CR, que representa la integridad y el acoplamiento mitocondrial se encontró 
disminuido en las mitocondrias de corazones de ratones tratados con DRF respecto de las 
mitocondrias DC (Figura 6.5.a). 
La velocidad de producción de ATP no mostró diferencias en mitocondrias de ratones tratados 
con DRF respecto de DC (Figura 6.5.b), pero si se observaron cambios en la velocidad de 
producción mitocondrial de H2O2. Como se muestra en la Figura 6.5.b las mitocondrias de 
ratones tratados con DRF tienen un aumento en la velocidad de producción de H2O2 respecto 
de las mitocondrias de ratones tratados con DC. El aumento en el consumo de O2 en estado 4 
y la disminución del CR junto con una mayor velocidad de producción de H2O2, demuestran 
que hay alteraciones en el metabolismo mitocondrial de los corazones prediabéticos.  
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Figura 6.5. Los corazones prediabéticos presentan alterado el metabolismo mitocondrial. 
Mitocondrias aisladas de ratones tratados con DC y DRF. A, promedio de la velocidad de 
consumo de O2 en estado 4 (sin ADP extra), en estado 3 (con la adición de ADP), y la relación 
control respiratorio. El control respiratorio fue calculado como la velocidad de respiración 
en estado 3/estado 4. B, promedio de las velocidades de producción de ATP y de H2O2, 
expresadas cómo % del grupo DC. El consumo de O2 en estado 4 aumento y el CR disminuyó, 
mientras se encontró un incremento en la producción de H2O2 sin cambios en la producción 
de ATP en las mitocondrias de los corazones de ratones tratados con DRF respecto de DC. 
CR: control respiratorio, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. * p < 0,05, ** p < 
0,001, n = 4 por grupo 
 
6.3.4.  La prediabetes afecta la morfología mitocondrial   
Debido a que se encontró una disfunción mitocondrial asociada a la prediabetes en estos animales, 
investigamos si estas alteraciones estaban asociadas con cambios en la morfología mitocondrial. 
Para abordar esto, tomamos fotografías del tejido cardiaco mediante MET de ratones tratados con 
DC y DRF. La Figura 6.6 muestra que la DRF generó alteraciones morfológicas en mitocondrias 
de estos corazones cuando se compararon con mitocondrias de corazones de ratones tratados con 
DC. Se encontró una disminución significativa en el tamaño (diámetro y área), y en el índice de 
redondez y diámetro Feret mitocondrial, junto con un aumento en la densidad mitocondrial (número 
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de mitocondrias/unidad de área) en corazones de ratones tratados con DRF respecto de aquellos 
tratados con DC.  
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Figura 6.6. Las mitocondrias de corazones prediabéticos presentan modificaciones en la 
morfología y densidad mitocondrial. 
A, Micrografías de microscopía electrónica de transmisión (MET) de tejido cardiaco de 
animales tratados con DC y DRF. Los recuadros, negro para DC y verde para DRF, muestran 
una ampliación realizada en una zona del tejido abundante en mitocondrias, para apreciar 
mejor la morfología mitocondrial. B, datos promedio ± SEM en los gráficos de barras, de 
parámetros de morfología mitocondrial (Índice de Redondez, Diámetro Feret, Área, y 
Diámetro) y densidad mitocondrial (número de mitocondrias/unidad de área). Los corazones 
de ratones tratados con DRF presentan una disminución en el diámetro y área, y se acercan a 
la mayor redondez y diámetro Feret (valor = 1), mientras la densidad mitocondrial aumenta 
con respecto a los corazones de ratones tratados con DC. *p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 
0,0001. n = 196 – 255 mitocondrias analizadas de fotografías tomadas, de 3 corazones por 
cada tratamiento. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. 
 
Estos cambios se acompañaron de un aumento de las vacuolas observadas en las fotografías de 
corazones de ratones tratados con DRF respecto de los corazones de ratones DC. Como se 
mencionó previamente, en el Capítulo 5, esto puede corresponderse con alguno de los estadios 
terminales de la fragmentación mitocondrial dada durante los procesos deletéreos en el 
corazón.  
6.3.5.  Los corazones prediabéticos presentan un desbalance en la dinámica mitocondrial  
La disminución en el tamaño de las mitocondrias, el aumento en la densidad mitocondrial y las 
alteraciones a nivel metabólico en estas organelas, sugieren que puede haber fragmentación 
mitocondrial en los corazones prediabéticos. Esto puede ocurrir por un aumento en la fisión, 
diminución de la fusión o ambos. Como se mencionó previamente Opa1, Mfn1 y Mfn2 han 
sido descriptas como proteínas esenciales para la fusión mientras Drp1 es el mayor regulador 
de la fisión mitocondrial (Cipolat et al., 2004; A. R. Hall et al., 2014; Herskovits et al., 1993). 
Para evaluar estos procesos medimos la expresión de estas proteínas en homogenatos de 
corazón de ratones tratados con DC y DRF. Como puede observarse en la Figura 6.7 , se 
encontró un aumento en la expresión de Drp1 en los corazones de ratones tratados con DRF 
respecto de los corazones de ratones DC, sin cambios significativos en la expresión de Opa1. 
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Figura 6.7. La prediabetes induce un aumento en la expresión de proteínas de fisión 
mitocondrial.  
Inmunoblots representativos de la expresión Drp1 y Opa1, proteínas de fisión y fusión, 
respectivamente, y valores promedio en los gráficos de barras. Los homogenatos de corazones 
de ratones WT DRF mostraron un incremento en la expresión de Drp1, pero no se observaron 
cambios en la expresión de Opa1 respecto a los WT DC. n = 3 - 5, * p < 0,05. WT: wild type 
o cepa salvaje, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. 
 
Estos resultados muestran un desbalance en la dinámica mitocondrial que favorece la fisión 
mitocondrial, relacionada a eventos deletéreos. 
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6.4.  Conclusión y Discusión 
Los resultados de este capítulo demuestran que la mitocondria es una organela activa en la 
patogénesis del corazón prediabético, participando en la cascada apoptótica. Muy posiblemente 
las alteraciones a nivel mitocondrial se correlacionen con las pérdidas de Ca2+ a través del RS 
disminuye la distancia entre ambas organelas, y aumenta la expresión de proteínas que se 
ubican en los microdominios entre organelas como Mfn2, Grp75 y VDAC, que favorecerían el 
tráfico del ion a la mitocondria.  
El Ca2+ mitocondrial juega un papel elemental para la mitocondria, dado que se encuentra 
equilibrado con consumo de O2 en la ETC, la producción de ATP y de ROS (Brookes et al., 
2004). Un desbalance en estos parámetros puede causar la apertura del mPTP, generando 
pérdidas de solutos y compuestos que llevan a la apoptosis celular, dado que tanto el aumento 
de Ca2+ como el aumento de los ROS pueden causar la apertura de este poro.  
En el modelo de prediabetes, se encontró un aumento del swelling mitocondrial, una 
disminución de la CRC y cambios en el ∆Ѱ. Estos tres parámetros en conjunto señalan un 
aumento en la sensibilidad y apertura del mPTP, que conducirán a un mayor daño de la organela 
y la célula. Nuestros experimentos para medir de ∆Ѱ fueron realizados en cardiomiocitos 
enteros aislados, y esto tuvo como objetivo mantener el entorno celular, particularmente el Ca2+ 
de los microdominios RS-mitocondria, que puede variar este parámetro.  
Cabe mencionar, que al abrirse el mPTP, en conjunto con la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial, 
se liberan desde las mitocondrias diferentes componentes, entre los que se encuentra el 
citocromo c que, como se discutió en el Capítulo 2, es uno de los primeros pasos de la 
activación de proteínas pro-apoptóticas que desencadenan la muerte celular.   
Los experimentos realizados para medir el metabolismo mitocondrial demostraron que, 
asociados a los cambios en la CRC, swelling y ∆Ѱ mitocondrial, se vio afectada la 
funcionalidad de la organela. Se presentó un aumento de consumo en el O2 en estado 4, con 
menor CR que no se relacionó con un aumento en el ATP producido, lo que finalmente generó 
mayor producción de H2O2. La producción de ROS por la ETC se genera en los Complejos I y 
III durante el pasaje de e-. Cuando la ETC se encuentra en estado 4, con abundante sustrato 
disponible, pero con una concentración limitada de ADP, es más propensa a producir ROS, 
debido a que los complejos se encuentra mayormente en estado reducido y los e- se transportan 
más fácilmente (Murphy, 2008; Nickel et al., 2014). Cuando hay ADP en exceso, la ETC utiliza 
estos e- para la producción de ATP y no hay formación exacerbada del ROS. En el caso de las 
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mitocondrias de animales prediabéticos, se produce un aumento de consumo de O2 
evidentemente destinando a la producción de ROS. A su vez, el aumento en los ROS puede 
desencadenar un aumento en el estrés oxidativo en el cardiomiocito. En este trabajo no 
medimos componentes del sistema antioxidante, por lo que no podemos concluir que 
específicamente hay un desbalance entre especies oxidantes y reductoras, y por ende un 
aumento de estrés oxidativo. Sin embargo, como se comentará en el Capítulo 7, si encontramos 
un aumento de peroxidación lipídica en los corazones prediabéticos, lo que apoya la posibilidad 
de que el aumento de ROS esté acompañado de un aumento en el estrés oxidativo.  
 
Por otro lado, los experimentos de MET demostraron cambios en la morfología mitocondrial. 
Las mitocondrias provenientes de animales prediabéticos son en promedio más pequeñas y 
redondas, y presentaron alteraciones en la estructura de sus crestas, acorde al desempeño 
defectuoso de la organela. Al analizar el tejido de los corazones prediabéticos, y los cambios 
producidos en las mitocondrias, puede concluirse que suceden procesos de fraccionamiento 
mitocondrial, a su vez relacionados con un aumento en la expresión de las proteínas de fisión 
como Drp1, sin cambios en la expresión de proteínas de fusión, como Opa1. En conjunto, estos 
resultados indican que los procesos de fisión están predominando en el tejido cardiaco de 
ratones prediabéticos. Esto puede deberse a que el corazón necesita conservar a esta organela 
en el mejor estado posible para mantener la producción de ATP y contractilidad en estadios 
tempranos de la patología. 
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Capítulo 7. Rol de la enzima CaMKII 
en el corazón prediabético  
 
 
7.1.  Introducción 
7.1.1.  Estructura y activación de la enzima CaMKII 
Como se mencionó en el capítulo introductorio, la enzima CaMKII es una quinasa 
serina/treonina que responde a cambios en la concentración de Ca2+ (Jett et al., 1987). Existen 
4 isoformas (α, β, γ, y δ), de las cuales CaMKII γ  y δ, son ubicuas, siendo la isoforma δ la 
predominante en el corazón (Maier & Bers, 2002). Se conocen once formas de splicing 
alternativo de CaMKIIδ nombradas desde la letra A hasta la K, que poseen diferente ubicación 
dentro de la célula, por ejemplo CaMKIIδ-B presenta una secuencia de 11 aminoácidos en un 
sitio variable que determina su ubicación en el núcleo, mientras CaMKIIδ-C se encuentra en el 
citoplasma (Edman & Schulman, 1994; Gray & Heller Brown, 2014).  
CaMKII, es una enzima homo- o hetero-multimérica compuesta por 6-12 subunidades. Cada 
monómero, pesa 50 KDa, y poseen alrededor de 480 aminoácidos conformados en 3 dominios; 
un dominio catalítico asociado al grupo amino-terminal, un dominio regulador (que contiene 
autoinhibidores y es donde se une calmodulina (CaM)) en la sección central, y un dominio de 
asociación responsable de la oligomerización de la enzima en el carboxi-terminal (A. P. Braun 
& Schulman, 1995; Maier & Bers, 2002). Como se muestra en la Ilustración 7.1, el dominio 
regulador que posee la región autoinhibidora, se encuentra cercana al sitio activo del dominio 
catalítico, bloqueando el acceso a los sustratos. Cuando el Ca2+ aumenta, la CaM une 4 iones 
Ca2+ formando el complejo CaM/Ca2+ que se une al dominio regulador para desplazar así la 
región autoinhibidora. De esta forma CaMKII queda activa y con la posibilidad de 
autoactivarse.  
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Ilustración 7.1. Esquema de la estructura de la enzima CaMKII.  
En el estado inactivo, el dominio regulador (en verde) se encuentra inhibiendo los sitios de 
unión a sustrato del dominio catalítico (rosa). En presencia de Ca2+, se forma el complejo 
CaM/Ca2+ que se une al dominio regulador, generando un cambio conformacional que libera 
al estado catalítico. En este estado, la enzima CaMKII puede fosforilar sus sustratos (círculos 
amarillos) y puede auto fosforilarse para independizarse de la concentración de Ca2+. CaM: 
calmodulina. 
 
La unión de CaM/Ca2+ al sitio regulatorio tiene un KD de alrededor de 10 - 70 nM cuando el 
Ca2+ es elevado (Gaertner et al., 2004). Cuando la exposición a Ca2+ es prolongada o frecuente, 
como ocurre durante la sístole, se produce autofosforilación entre las subunidades de CaMKII 
en el sitio Thr287, que genera una afinidad 1000 veces mayor por CaM/Ca2+, generando 
independencia de la concentración de Ca2+ para mantenerse activa (Lai et al., 1987; Meyer et 
al., 1992). Además, el agregado de un grupo fosfato al sitio Thr287 genera un aumento en las 
cargas negativas que impide la unión de los dominios regulador y catalítico (Lai et al., 1987), 
favoreciendo así que CaMKII se mantenga activa. La autofosforilación de CaMKII es 
particularmente prevalente durante el estímulo β-adrenérgico en el corazón (Erickson, Patel, et 
al., 2011). Para inactivar a la enzima CaMKII existen fosfatasas como PP-1 y PP-2 que pueden 
revertir la fosforilación en el sitio Thr287 (Strack et al., 1997). Además, otro mecanismo 
regulador independiente de fosfatasas es la autofosforilación del sitio Thr307 que previene la 
unión de CaM al dominio regulador (Rellos et al., 2010). 
Además de la activación por CaM/Ca2+, la enzima CaMKII puede activarse por otras 
modificaciones postraduccionales como ROS, nitrosilación, y glicosilación, donde se agrega 
un grupo O-GlcNAc (del inglés O-linked N-acetylglucosamine) a la enzima (Erickson et al., 
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2013, 2015; Palomeque et al., 2009). Particularmente, la oxidación de CaMKII es una de las 
modificaciones postraduccionales más estudiadas ya que se ha encontrado oxidada en 
diferentes condiciones patológicas participando de los efectos deletéreos en estas patologías 
(B. J. He et al., 2011; Palomeque et al., 2009; Sommese et al., 2016; Velez Rueda et al., 2012). 
Para activarse por oxidación, CaMKII posee los sitios Met281/Met282 que pueden ser oxidados 
en condiciones de estrés oxidativo (Erickson, He, et al., 2011). Además, se ha observado que 
el cambio en el estado redox del residuo Met282, permite que no vuelvan a unirse el sitio 
catalítico y regulador de la enzima, garantizando la actividad de CaMKII aunque cambien los 
niveles de Ca2+ en el medio (Rellos et al., 2010). La enzima encargada de disminuir la actividad 
de CaMKII por oxidación es la enzima metionina sulfamida reductasa (Erickson et al., 2008).  
Por su lado, la modificación postraduccional producida con el agregado de grupos O-GlcNAc 
se ha observado en condiciones de alta glucosa (Erickson et al., 2013; S. Lu et al., 2020). La 
glicosilación de CaMKII con el agregado del grupo O-GlcNAc es catalizado por la O-GlcNAc 
transferasa en presencia de UDP-N-acetilglucosamina, en condiciones de alta glucosa como en 
la diabetes (Hart et al., 2007). En esta situaciones, cuando CaMKII se activa inicialmente por 
CaM/Ca2+ puede sufrir el agregado del grupo O-GlcNAc en el sitio Ser280 del dominio 
regulatorio, resultando en la activación autónoma de la enzima (Erickson et al., 2013). 
La nitrosilación se ha descripto durante el estímulo β adrenérgico, donde el NO aumenta. 
Gutierrez et. al, observaron que la activación de CaMKII se previene al inhibir el aumento de 
NO generado ante un estímulo β adrenérgico. También se ha demostrado in vitro que la 
CaMKII posee residuos Cys290 que pueden ser S-nitrosilados (Gutierrez et al., 2013).  
 
7.1.2.  Función de CaMKII en el acoplamiento excitación-contracción 
Como se introdujo en el Capítulo 1, la enzima CaMKII ha sido identificada como un partícipe 
importante en la regulación de canales iónicos y proteínas que participan en el ECC (Maier & 
Bers, 2007). Inicialmente se observó que CaMKII se encontraba prevalentemente activa 
durante los estímulos β adrenérgicos, siendo esta actividad dependiente de la compleja relación 
entre Ca2+, PKA y fosfatasas. Posteriormente, CaMKII se comenzó a estudiar en situaciones 
patológicas donde podía mantenerse activa independientemente de PKA y el aumento de Ca2+ 
(Erickson, Patel, et al., 2011). 
CaMKII puede fosforilar varios sitios en el LTCC, lo que genera un aumento del ingreso de 
Ca2+ durante la fase 2 del potencial de acción. Se ha descripto que CaMKII puede asociarse a 
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la subunidad α1c del LTCC y fosforilar regiones que están implicadas en la regulación de la 
función del canal (Hudmon et al., 2005). También, como se describió detalladamente en el 
Capítulo 4, el RyR2 tiene varios sitios fosforilables por distintas quinasas, entre las cuales se 
encuentra CaMKII. El sitio consenso para CaMKII en el RyR2 es Ser2814, y su fosforilación 
produce un aumento de la P0 y actividad del canal, generando mayor salida de Ca2+ desde el 
RS al citosol (T. Guo et al., 2006; X. H. Wehrens et al., 2004). Otra proteína del RS en donde 
se conoce la acción de CaMKII es PLN. Se ha observado que cuando CaMKII se encuentra 
activa puede fosforilar el sitio Thr17 en PLN, lo que produce la separación de esta proteína de 
SERCA2a y aumenta la recaptación de Ca2+ del RS (Mundiña-Weilenmann et al., 1996).  
Por otro lado, CaMKII también puede regular la apertura de canales Na+ fosforilando los sitios 
Ser516, Thr594 y Ser571 del mismo, lo que enlentece la inactivación rápida del canal, generando 
una entrada lenta de Na+ (Wagner et al., 2006). La entrada de Na+ puede limitar la salida de 
Ca2+ por el intercambiador NCX, o incluso permitir el ingreso de Ca2+ por esta vía, modificando 
con este mecanismo también, los niveles de Ca2+ citosólicos (Weber et al., 2003).  
Los efectos de CaMKII se extienden a organelas como las mitocondrias y también a nivel 
nuclear. Utilizando inhibidores de CaMKII se encontró que la enzima tiene efecto sobre la 
función mitocondrial debido a que puede influenciar la entrada de Ca2+ a la matriz 
mitocondrial, y consecuentemente generar alteraciones en su función y muerte celular, que se 
previnieron al inhibir a la enzima (Joiner et al., 2012). 
A nivel nuclear, la isoforma CaMKIIδB es la responsable de las alteraciones producidas. En 
los primeros estudios realizados para diferenciar la actividad de CaMKIIδB y C, encontró que 
en presencia de CaMKIIδB se producía un aumento de la expresión del factor natriurético y 
aumento en la organización de miofilamentos en cardiomiocitos neonatos, ambos índices de 
hipertrofia, que no ocurría en presencia de CaMKIIδC (Ramirez et al., 1997). De acuerdo a 
esto, se realizaron otros estudios que indican que la señalización de CaMKIIδB activa varios 
factores de transcripción, entre los que se encuentran MEF-2 (del inglés myocyte enhancer 
factor), HSF1 (del inglés heat shock factor 1) y GATA-3 (Little et al., 2009; Y.-M. Lu et al., 
2010; Peng et al., 2010). 
Sorprendentemente, a pesar de las múltiples funciones fisiológicas de CaMKII, ratones 
knockout para la enzima tienen un ECC y sobrevida normal si no son sometidos a estrés (Grimm 
et al., 2015).  
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7.1.3.  Efectos deletéreos de CaMKII en el corazón  
La enzima CaMKII ha sido asociada mayormente a eventos deletéreos en el corazón cuando se 
encuentra hiperactiva. Algunos ejemplos de esto son: la producción de arritmias, señalización 
de marcadores de inflamación, hipertrofia y apoptosis.  
CaMKII puede promover la producción de arritmias por una prolongación del potencial de 
acción debido a que puede aumentar la P0 del LTCC (Greenstein et al., 2014) y también al 
aumentar la activación de RyR2 por la fosforilación en el sitio Ser2814, provocando pérdidas de 
Ca2+ desde el RS (McCauley & Wehrens, 2011). 
Además se ha observado que CaMKII puede aumentar la expresión de genes pro-inflamatorias 
mediante señalización del factor NF-κβ (Singh et al., 2009). Posterior a una infusión de 
angiotensina II, CaMKII induce la activación de NF-κβ, expresión de citoquinas y quimoquinas 
inflamatorias, iniciando la formación del inflamosoma, y reclutando macrófagos, lo que 
finalmente generarán fibrosis en el tejido cardiaco (Willeford et al., 2018).  
La apertura del mPTP, el aumento de la apoptosis celular y la producción de hipertrofia, 
también se han atribuido al aumento de la actividad de la enzima (Backs et al., 2009; S. Xu et 
al., 2016; W.-Z. Zhu et al., 2003). 
En la DM, donde existe un aumento en la glucemia, CaMKII es activada mediante 
glicosilación, por el agregado del grupo O-GlcNac y esto genera susceptibilidad a las arritmias 
(Erickson et al., 2013). Durante el desarrollo de la DM se ha descripto que hay un aumento en 
los ROS que desencadenan distintos efectos dependientes del estrés oxidativo (Jay et al., 2006). 
En este caso, además de la activación por O-GlcNac, la activación de CaMKII por estrés 
oxidativo (ox-CaMKII) ha sido estudiada, y se demostró que el aumento de ox-CaMKII 
provoca aumento de la mortalidad en pacientes diabéticos que sufrieron un infarto de miocardio 
(M. Luo et al., 2013). 
En cuanto a la prediabetes, en el grupo de trabajo se ha encontrado un aumento de arritmias 
dependientes de CaMKII (Sommese et al., 2016). Para el estudio de las arritmias en este modelo 
se realizaron ECG en animales WT y animales SRAIP (poseen el péptido inhibidor AIP 
dirigido al RS) tratados con DC y DRF, para generar prediabetes. En los animales WT DRF se 
observó un aumento en las arritmias producidas bajo condiciones de estrés, generadas con una 
dosis de Epinefrina+Cafeína, mientras que en los animales SRAIP DRF se obtuvo un registro 
normal, similar al registro obtenido para ratones WT DC (Sommese et al., 2016). En este 
trabajo, además de describir los efectos de CaMKII, se estudió la forma de activación de la 
enzima, y se encontró un aumento en la expresión de ox-CaMKII y de estrés oxidativo, por lo 
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que se concluyó que el aumento de estrés oxidativo genera la activación de CaMKII que 
promueve el aumento de arritmias (Sommese et al., 2016).  
 
En este contexto y con todo lo abordado a través del trabajo de tesis, nos preguntamos si 
CaMKII se encuentra hiperactiva por un aumento de estrés oxidativo, y generando las 
alteraciones en el manejo de Ca2+ que promueven la apoptosis cardiaca en el modelo de 
prediabetes. Por lo que el objetivo específico que será abordado este capítulo fue 
comprobar que CaMKII se encuentra involucrada en los mecanismos deletéreos que 
presenta el corazón prediabético que culminan en la apoptosis.  
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7.2.  Materiales y Métodos 
7.2.1.  Inhibidores de CaMKII 
Para el estudio de CaMKII existen diversas herramientas que se basan en modular a la enzima, 
ya sea de forma genética o farmacológica. Un inhibidor utilizado usualmente para evaluar 
efectos de forma aguda es KN-93. Este compuesto se une competitivamente al sitio de 
CaM/Ca2+ lo que impide la unión posterior de ATP. Debido a que actúa sobre el dominio 
regulatorio, es capaz de evitar la activación y autofosforilación. KN-93 presenta efectos 
inespecíficos (Gao et al., 2006) por lo que debe compararse con experimentos realizados en 
presencia de su análogo inactivo, KN-92 (Sumi et al., 1991). Estos inhibidores fueron utilizados 
en el cultivo de las células HEK293 como se describe en el Modelo Celular en el Capítulo 2 
El dominio catalítico de CaMKII posee sitios de autofosforilación que fueron utilizados para 
desarrollar inhibidores peptídicos (autocamida-2 y 3) (Hanson et al., 1989). Teniendo la base 
de acción de la autocamida-2, se generó un péptido análogo no fosforilable, cambiando un 
residuo Thr por alanina, llamado AIP (del inglés autocamtide-2-related inhibitory peptide) 
(Ishida et al., 1995). AIP ha sido utilizado para la inhibición aguda de la activación de CaMKII 
(Vila-Petroff et al., 2007).  
Para inhibir de forma crónica la actividad de CaMKII los estudios se enfocaron en generar 
animales transgénicos que presentan inhibición en la activación de CaMKII o en sus blancos 
fosforilables. En el corazón, y particularmente relevantes para este trabajo, se generaron los 
animales AC3I (R. Zhang et al., 2005); que expresan un péptido inhibidor de CaMKII en todo 
el miocardio, y los SRAIP (Ji et al., 2003); que poseen el péptido AIP dirigido al RS lo que 
impide que CaMKII fosforile sus blancos en el RS. En este sentido también se desarrollaron 
animales knock-in como S2814A (Chelu et al., 2009), que poseen el sitio Ser2814 del RyR2 
mutado a alanina, por lo que no puede ser fosforilado por CaMKII, o los S2814D (Van Oort et 
al., 2010) que poseen el sitio Ser2814 del RyR2 mutado a aspartato, que les permite tener una 
pseudofosforilación máxima constitutiva. Estos animales transgénicos se describieron en 
detalle en el Capítulo 2. 
7.2.2.  Medida de estrés oxidativo: TBARS 
La peroxidación lipídica es un marcador de estrés oxidativo que puede medirse fácilmente a 
través de un método de quimioluminiscencia, mediante la detección de sustancias reactivas al 
ácido tiobarbitúrico (TBARS, por sus siglas en inglés thiobarbituric acid reactive species). El 
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producto final de la peroxidación lipídica de los ácidos grasos poliinsaturados es el 
malondialdehído (MDA). El MDA es un aldehído reactivo que puede reaccionar con el ácido 
tiobarbitúrico (TBA, del inglés thiobarbituric acid) para formar un producto colorimétrico 
(rosa) que absorbe a λ = 532 - 535 nm. Este producto es proporcional al MDA presente en la 
muestra. 
Para esta determinación, los corazones fueron homogenizados con un buffer fosfato (140 mM 
KCl, 25 mM KH2PO4) y centrifugados a 1000 g por 10 minutos para extraer los restos celulares 
que quedan en el precipitado. Se mezclaron 500 µl del sobrenadante con 1500 µl de ácido 
tricloroacético (10 % p/v) y 1 ml de TBA (0.67 % p/v), y se llevó a ebullición por 15 minutos. 
Se dejó enfriar y se determinó la absorbancia espectrofotométricamente a λ = 535 nm (ε = 1,56 
x105/mM.cm). Los resultados fueron expresados en relación a la cantidad de proteínas de cada 
muestra.  
7.2.3.  Medida de sparks en ratones AC3I 
Los ratones AC3I y AC3C son animales transgénicos que poseen insertado en su genoma un 
mini-gen que codifica para la expresión de un péptido inhibidor (o péptido inactivo en el caso 
de los AC3C) de CaMKII acoplado a la proteína GFP, por lo que emiten fluorescencia verde 
sin el agregado de ningún componente extra. Por este motivo, la medida de sparks mediante el 
uso de sondas como Fluo-3-AM, que emite fluorescencia en longitudes de onda cercanas al 
verde, pueden implicar una desventaja en la visualización de estos eventos. Es así que para 
medir las SCaRE en estos ratones se utilizó el indicador Rhod-2-AM, que posee simple 
excitación a λ = 551 nm, y emite fluorescencia en longitudes de onda cercanas al rojo (λ = 581 
nm).  
Las células fueron cargadas con el indicador 10 µM por 30 minutos en oscuridad a temperatura 
ambiente y luego se realizó un lavado en buffer HEPES con 2 mM CaCl2. Como se mencionó 
para los indicadores utilizados previamente, este indicador también posee un extremo 
acetometil éster que permite que atraviese la membrana celular y quede retenido en el 
citoplasma. Una vez cargadas las células, fueron perfundidas en una cámara conectada a un 
microscopio confocal Zeiss LSM 410, y se estimularon por un minuto a 1 Hz para abastecer al 
RS. Luego la liberación espontánea de Ca2+ fue medida en quiescencia y en confocalidad, en 
el modo barrido lineal durante 10 minutos, excitando con el láser a λ = 543 nm y colectando la 
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fluorescencia en el rango de λ = 575 - 635 nm. Cada imagen obtenida consiste en líneas de 512 
pixeles obtenidas en intervalos de 4 milisegundos. 
 
 
La mayoría de los métodos utilizados para los experimentos que se realizaron para evaluar la 
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7.3.  Resultados  
7.3.1.  CaMKII se encuentra involucrada en el mecanismo de producción de la apoptosis. 
Como se mencionó anteriormente, CaMKII se ha visto involucrada en los mecanismos 
deletéreos que producen arritmias en los corazones prediabéticos (Sommese et al., 2016), por 
lo que en este trabajo nos propusimos evaluar el rol de la enzima en la apoptosis. Para esto se 
utilizaron animales SRAIP que poseen inhibida la fosforilación por CaMKII en el RS tratados 
con DC y DRF. Se realizó la medida de apoptosis por la técnica TUNEL, y mediante el índice 
Bax/Bcl-2 (de la misma manera que se indicó en 3.2. Materiales y Métodos). 
Como se observa en la Figura 7.1.a y b, en los ratones SRAIP no se produjeron cambios en 
las medidas de apoptosis por TUNEL cuando se trató con la DRF respecto de la DC, y tampoco 
hubo cambios en la medida de apoptosis al realizar la medida de la relación Bax/Bcl2 (Figura 
7.1.c). Esto implica que la enzima CaMKII se encuentra involucrada en la cascada apoptótica 
que se produce en el corazón prediabético, ya que la inhibición de la fosforilación de sus 
blancos en el RS mediante el uso de ratones SRAIP, evita la apoptosis al someter a los ratones 
a la DRF. 
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Figura 7.1. La inhibición de la actividad de CaMKII sobre sus sitios blanco en el RS previene 
la apoptosis. 
A, Fotografías representativas de tejido cardiaco de animales SRAIP, que expresa un péptido 
inhibidor de CaMKII dirigido al RS, tratados con DC y DRF, con la marcación de TUNEL 
para núcleos apoptóticos (puntos rojos marcados con flechas), DAPI para núcleos, y la mezcla 
de ambas fotografías. B, gráfico de barras con los promedios ± SEM donde se muestra que no 
hay diferencias significativas en el porcentaje de núcleos TUNEL positivo entre los grupos. C, 
relación de la expresión Bax/Bcl2 (como indicador de apoptosis), que se observó igual en los 
grupos DC y DRF. TUNEL: núcleos con el DNA fragmentado, DAPI: marca núcleos, Bax: 
proteína pro-apoptótica, Blc-2: proteína anti-apoptótica, DC: dieta control, DRF: dieta rica 
en fructosa. n= 4 – 6 ratones por grupo. 
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7.3.2.  Mecanismo de activación de CaMKII en la cascada apoptótica 
Se han descripto a los ROS como activadores de mecanismos que desencadenan la apoptosis 
(Y. He et al., 2018), y además se han usado como blancos para fármacos terapéuticos usados 
para prevenir el daño en la CMD (Ni et al., 2016). A su vez, los ROS también han sido 
asociados a la activación de enzimas como CaMKII (M. Luo et al., 2013; Palomeque et al., 
2009). En estudios previos se observó que las arritmias producidas en los corazones de ratas 
prediabéticas se debían a un aumento en la activación de CaMKII por oxidación (Sommese et 
al., 2016). Para evaluar si efectivamente la apoptosis demostrada en el modelo de prediabetes 
estaba desencadenada por un aumento en el estrés oxidativo y le consecuente activación de 
CaMKII, se utilizó el secuestrador de ROS, Tempol, en el agua de bebida de los ratones junto 
con el tratamiento de la dieta rica en fructosa (DRF + T) como se menciona en la sección 
Modelo Animal, y se realizaron medidas de apoptosis y de estrés oxidativo con la técnica 
TBARS, en ratones WT y SRAIP tratados con DC, DRF y DRF+T. 
En los animales WT que tomaron la DRF+T, se evitó el desarrollo de la apoptosis en el tejido 
cardiaco ya que se observaron menor cantidad de núcleos TUNEL positivos, con DNA 
fragmentado, que en los animales tratados con la DRF (Figura 7.2.a). Sumado a esto, al medir 
el estrés oxidativo por TBARS, se observó un aumento en el tejido cardiaco proveniente de 
animales WT DRF que se previno al utilizar DRF + T (Figura 7.2.b). Esto indica que 
efectivamente el Tempol inhibe la producción de estrés oxidativo, y colabora en disminuir la 
apoptosis en el tejido cardiaco.  
Al realizar los mismos experimentos en los ratones SRAIP para comprobar el rol de la CaMKII, 
se observó que no hay diferencias entre en el grupo DRF respecto del grupo DRF + T (Figura 
7.2.c). Este resultado era esperable ya que en el grupo DRF no se había observado aumento de 
apoptosis inicialmente como se mencionó en el apartado anterior (Figura 7.1). Sin embargo, 
la medida de TBARS indica que en estos animales si presentan un aumento de estrés oxidativo 
generado por la DRF que se previene en el grupo DRF + T (Figura 7.2.d). Con todo esto se 
deduce que, en la situación en donde hay un aumento de estrés oxidativo con CaMKII inhibida, 
no se produce apoptosis. Esto revela que los ROS directamente no son la causa de la muerte 
celular y que necesariamente deben activar CaMKII para que se produzca el fenómeno 
apoptótico. Consecuentemente, estos resultaos muestran que el estrés oxidativo producido por 
la prediabetes activa a la enzima CaMKII, quién es responsable de los eventos posteriores que 
generan finalmente apoptosis.   
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Figura 7.2. Los ROS activan a la enzima CaMKII y desencadenan apoptosis en el corazón 
prediabético. 
A, fotografías representativas de tejido cardiaco de animales WT DRF y DRF+T, con la 
marcación de TUNEL para núcleos apoptóticos (puntos rojos marcados con flechas), DAPI 
para núcleos y la mezcla de ambas fotografías, junto con sus respectivos gráficos de barras 
con los promedios ± SEM. B, medida de las ROS por la técnica TBARS en animales WT DC, 
DRF y DRF+T. En los ratones WT se reduce la apoptosis en el grupo DRF + T respecto del 
grupo DRF, al igual que la medida de estrés oxidativo por TBARS. 
C, fotografías representativas de tejido cardiaco de animales SRAIP DRF y DRF+T con la 
marcación de TUNEL para núcleos apoptóticos (puntos rojos marcados con flechas), DAPI 
para núcleos y la mezcla de ambas fotografías, junto con sus respectivos gráficos de barras 
con los promedios ± SEM. D, medida de las ROS por la técnica TBARS en animales SRAIP 
DC, DRF y DRF+T. Estos datos muestran que no hay cambios en los animales SRAIP, tanto 
en el grupo DRF como DRF+T, mientras si se produce un aumento de estrés oxidativo medido 
por TBARS en el grupo DRF que se evita en el grupo DRF + T. WT: wild type o cepa salvaje, 
TBARS: especiess reactivas al ácido tiobarbitúrico, SRAIP: animales transgénicos que 
poseen inhibida la fosforilación por CaMKII en el RS, DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa, DRF + T: dieta rica en fructosa con Tempol.* p < 0.05 respecto de DC, n = 3 – 6 
animales por grupo. 
 
7.3.3.  La pérdida de calcio se encuentra aumentada debido a la actividad de CaMKII 
Para evaluar si las pérdidas de Ca2+ son dependientes de CaMKII se realizó la sección 4.2.2. 
en cardiomiocitos aislados. En una primera instancia se utilizaron los animales SRAIP, y como 
se observa en la Tabla 7.1, no se observaron diferencias significativas entre los SCaRE 
(eventos espontáneos de liberación de Ca2+) producidas en cardiomiocitos aislados de ratones 
tratados con DRF respecto de los DC. 
   DC  DRF 
 Número de animales  14  10 
 Frecuencia de Sparks  
 (SCaRE/100µm x seg) 
 0,1039 ± 0.06  0,0166 ± 0.009 
 Frecuencia de Ondas 
 (SCaRE/100µm x seg) 
 0,04 ± 0,01  0,01 ± 0,007 
 Frecuencia de CE 
 (SCaRE/100µm x seg) 
 0,0146 ± 0,009  0,0285 ± 0,02 
Tabla 7.1. Liberaciones espontáneas de calcio en ratones SRAIP.  
Ninguno de los SCaRE (sparks, ondas y CE) fueron diferente entre los cardiomiocitos aislados 
de ratones tratados con DRF respecto de DC. SCaRE: liberaciones espontáneas de Ca2+ desde 
el RS, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. * p < 0,05, n=10-14 cardiomiocitos de 
3 ratones por grupo.  
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Para corroborar estos resultados también se realizó la medida de SCaRE en cardiomiocitos 
aislados de ratones AC3I, que tienen un péptido inhibidor de CaMKII expresado a nivel del 
miocardio, utilizando como controles cardiomiocitos aislados de animales AC3C que expresan 
el péptido inhibidor inactivo. Como muestra la Figura 7.3, en los cardiomiocitos de animales 
AC3C tratados con DRF hay un aumento de SCaRE respecto de los AC3C tratados con DC, 
mientras en los AC3I tratados con DRF se evita la producción de SCaRE, por lo que las 
pérdidas de Ca2+ desde el RS son dependientes de CaMKII. 
  
Figura 7.3. Los cardiomiocitos de ratones prediabéticos AC3I no presentan liberaciones 
espontaneas de Ca2+. 
A, Imágenes representativas de microscopía confocal en escaneo lineal de cardiomiocitos de 
ratones AC3C y AC3I, DC y DRF, donde se observan ejemplos de sparks señalizados con 
flechas blancas, ondas y contracciones espontáneas (CE). B, Frecuencia promedio de SCaRE 
cada 100µm x seg en cardiomiocitos de ratones AC3C, DC y DRF (izquierda) y AC3I DC y 
DRF (derecha). Como muestran los datos promedios, los animales AC3C DRF presentaron un 
aumento en los sparks y ondas de Ca2+, junto con cambios no significativos en las CE, respecto 
de los AC3C DC, mientras que en los animales AC3I DRF no hay aumento de SCaRE respecto 
de los DC. Promedio ± SEM, * p < 0,05, n=10-13 cardiomiocitos de 3 ratones por grupo. 
SCaRE: eventos espontáneos de liberación de Ca2+ por el RS, DC: dieta control, DRF: dieta 
rica en fructosa. 
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7.3.4.  CaMKII es responsable de la mayor actividad de los RyR2 debido a la fosforilación 
en el sitio Ser2814. 
En las arritmias dependientes de CaMKII producidas en los corazones prediabéticos de rata, se 
describió la participación del RyR2 (Sommese et al., 2016). Para corroborar este aspecto en 
este trabajo, buscamos el mecanismo de activación de los RyR2. Para ello se midió la 
fosforilación del RyR2 en el modelo in vitro mediante Western blot, en los sitios de 
fosforilación de CaMKII y PKA. Como se observa en la Figura 7.4.a, en células HEK293 
cultivadas en un medio de GA se presentó un aumento en la fosforilación del RyR2 en el sitio 
Ser2814, el sitio consenso para CaMKII, mientras no hubo cambios en la fosforilación del RyR2 
en el sitio Ser2808, el sitio en el que el RyR2 es fosforilado por PKA. A su vez, se observó una 
disminución de la fosforilación al utilizar el inhibidor de CaMKII, KN-93, mientras que no 
hubo cambios cuando se utilizó su análogo inactivo, KN-92.  
Al realizar el ensayo de unión de [3H]Ry para medir la actividad máxima del canal (ver Ensayos 
de unión de rianodina tritiada), encontramos que en estas muestras se produjo un aumento de 
actividad máxima del RyR2 al utilizar GA en el medio de cultivo, que se previno cuando se 
expuso a las células junto con KN-93, sin cambios al usar KN-92 (Figura 7.4.b). 
En el modelo in vivo, se utilizaron animales AC3I que, como se mencionó previamente, poseen 
un péptido inhibidor de CaMKII en todo el miocardio. Al evaluar la actividad del RyR2, los 
cambios no fueron significativos entre los corazones de animales DRF respecto los DC, 
confirmando el rol de CaMKII en la activación de RyR2 y en la cascada apoptótica que se 
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Figura 7.4. Aumento de la actividad máxima del RyR2 debido a la fosforilación en el sitio 
Ser2814 por CaMKII.  
A, Inmunoblots representativos la expresión de RyR2 recombinante en células HEK293, y de 
sus sitios de fosforilación, Ser2808 (pSer2808, sitio consenso para PKA) y Ser2814 (pSer2814, 
sitio consenso para CaMKII), y GAPDH como marcador de carga, en muestras 
representativas en las diferentes condiciones de cultivo de glucosa normal, glucosa alta, GA 
+ KN-92 y GA + KN-93 (inhibidor de CaMKII). En los gráficos de barras se observan los 
resultados promedio de estos experimentos. La exposición a GA no cambia el estado de 
fosforilación del sitio Ser2808, pero aumenta la fosforilación del RyR2 en el sitio Ser2814, la cual 
se evita con KN-93. B, Unión de [3H]Ry normalizada por la densidad de RyR2 en células 
HEK293 que expresan RyR2 recombinantes, expuestas a las condiciones mencionadas en A. 
Como en presencia de GN no se presentaron diferencia en la unión de [3H]Ry con respecto a 
GN + KN-93 o KN-92 los grupos de GN fueron agrupados (línea negra entera). La GA 
aumenta significativamente la unión de [3H]Ry, así como GA + KN-92. Sin embargo, GA + 
KN-93 previene por completo el aumento en la unión de [3H]Ry. En los gráficos de barras se 
observan los resultados promedio de la actividad máxima o Vmax. C, gráfico de Vmax 
promedio obtenido a partir de las curvas de unión a [3H]Ry realizadas con homogenatos de 
corazones de ratones AC3I, DC y DRF. No se observaron diferencias significativas en la Vmax 
con la DRF respecto de DC. KN-93: inhibidor farmacológico de CaMKII, KN-92: análogo 
inactivo de KN-93, GA: glucosa alta, GN: glucosa normal, [3H]Ry: rianodina tritiada. 
Promedio ± SEM, * p < 0,05, n = 5 por grupo. 
 
7.3.5.  CaMKII se encuentra involucrada en el ordenamiento del tejido cardiaco 
Para evaluar si el desordenamiento tisular producido en la prediabetes que se observó por MET 
se prevenía en ausencia de la actividad de CaMKII, se realizaron experimentos de MET (para 
más información ver sección Microscopia electrónica de transmisión) en corazones fijados de 
animales AC3I, DC y DRF.  
Las micrografías obtenidas demostraron que el tejido de corazones de ratones AC3I tratados 
con DRF parecen estar, al menos, parcialmente protegidos de esta disrupción. El 
desordenamiento ultraestructural que produce la DRF en los ratones AC3I, no es de la magnitud 
que se presentó en los ratones WT, ya que por ejemplo no se observaron los clusters de 
mitocondrias interrumpiendo las miofibrillas. Por otro lado, el número de vacuolas en los 
ratones AC3I DRF fue similar al observado en tejido de corazones de animales AC3I DC. 
Aunque no se exploró en profundidad el mecanismo por el cual ocurren estos disturbios, 
nuestros resultados sugieren que estos cambios son al menos en parte a causa de la actividad 
de CaMKII (Figura 7.5). 
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Figura 7.5. El desordenamiento producido por la prediabetes es prevenido en parte al inhibir 
a la enzima CaMKII. 
Imágenes representativas de microscopía electrónica de transmisión (MET) de muestras de 
tejido cardíaco de animales AC3I, DC y DRF, en magnificación de 12000x. Las líneas 
punteadas celestes muestran la disposición de las miofibrillas rodeadas por las mitocondrias. 
Las flechas fucsias marcan las vacuolas en el tejido. La disposición de las miofibrillas está 
alineada con las mitocondrias en los tejidos de AC3I DC, y en los DRF si bien hay una leve 
desorganización, no se ven clusters o cúmulos mitocondriales. El número de vacuolas 
pareciera no mostrar diferencias claras en las muestras de AC3I DRF respecto de AC3I DC. 
n = 3. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. 
 
7.3.6.  La disminución de distancia entre RS-mitocondria es dependiente de la actividad 
de CaMKII 
Debido a que en los animales WT prediabéticos se generó una disminución en la distancia entre 
las organelas RS y mitocondrias, se evaluó este parámetro en corazones de ratones AC3I DC 
y DRF (para más información de cómo se realizó la medida de distancia entre organelas ver: 
Microscopia electrónica de transmisión). Al analizar las fotografías de los corazones de 
animales AC3I tratados con la DC y la DRF, encontramos que la distancia entre ambas 
organelas no difiere con la dieta, como se observa tanto en la fotografía representativa como 
en los valores promedios obtenidos (Figura 7.6). 
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Figura 7.6. La inhibición de CaMKII previene la disminución de la distancia RS-
mitocondria. 
Fotografías representativas de MET de corazones de ratones AC3I DC y DRF. Estos animales 
no presentaron cambios en la distancia que separa el RS de la mitocondria (RS-Mito) con la 
dieta. Para una mejor apreciación, las mitocondrias fueron señalizadas con la letra “M”, la 
membrana del RS fue esquelotonizada con una línea azul y la distancia RS-Mito se indicó en 
color celeste para AC3I DC y en rosa para AC3I DRF. RS: retículo sarcoplasmático, DC: 
dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. Promedio ± SEM, * p < 0,05, **p < 0,001, 166-
170 medidas de 3 corazones por grupo. 
 
7.3.7.  CaMKII modula la expresión de proteínas que comunican el RS con las 
mitocondrias 
Como se mencionó previamente, ciertas proteínas se ocupan, entre otras funciones, de 
mantener en contacto estrecho el RS/RE con la mitocondria para conservar una comunicación 
entre ambas organelas y mantener la homeostasis en el cardiomiocito (Csordás et al., 2018). 
Esta comunicación se encuentra mediada por distintas proteínas, entre ellas Grp75, Mfn2, y 
VDAC, las cuales se vieron incrementadas en ratones WT tratados con la DRF. Siguiendo la 
analogía de estudio hasta el momento, se investigó el rol de CaMKII sobre estas proteínas. Para 
esto se midió la expresión de las proteínas en homogenatos de corazón de ratones AC3I tratados 
con DC y DRF. En contraste con los resultados obtenidos en los ratones WT, los corazones de 
ratones AC3I tratados con DRF mostraron similar expresión a los corazones de ratones AC3I 
tratados con DC (Figura 7.7).  
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Figura 7.7. CaMKII afecta la expresión de proteínas que comunican el retículo 
sarcoplassmático con la mitocondria.  
Inmunoblots representativos y resultados promedio de la expresión de Mfn2, Grp75, y VDAC 
en corazones de ratones AC3I tratados con DC y DRF. No se encontraron cambios en la 
expresión de ninguna de las proteínas estudiadas entre los grupos. Mfn2: mitofusina 2, Grp75: 
proteína regulada por glucosa 75, VDAC: canal aniónico dependiente de voltaje, DC: dieta 
control, DRF: dieta rica en fructosa, * p < 0,05, ** p < 0,001, n = 4 - 6 por grupo. 
 
7.3.8.  CaMKII es responsable de las alteraciones mitocondriales producidas en el 
corazón prediabético 
En ratones WT tratados con DRF, el Ca2+ que se pierde desde el RS se dirige a la mitocondria 
sobrecargándola y alterando su función y estructura. Para evaluar si CaMKII tiene un rol en 
estas alteraciones se examinaron mitocondrias aisladas de ratones AC3I (que poseen el péptido 
inhibidor de CaMKII en todo el miocardio) y S2814A (que poseen mutado el sitio Ser2814 del 
RyR2 a alanina, lo que impide la fosforilación del RyR2 por CaMKII) tratados con DC y DRF. 
En las mitocondrias de estos ratones se midió el swelling mitocondrial y la CRC como se indica 
en Determinación de swelling mitocondrial y Determinación de la capacidad de retención 
de calcio en el Capítulo 6. 
Como se muestra en la Figura 7.8 en animales S2814A (a) y AC3I (b) los datos promedio no 
presentaron diferencias significativas en el swelling mitocondrial y la CRC, respectivamente, 
entre las mitocondrias de ratones tratados con la DRF respecto de DC. Estos resultados indican 
que la inhibición de la fosforilación del sitio Ser2814 del RyR2 por CaMKII, previene la 
sobrecarga de Ca2+ en las mitocondrias aisladas inducida por la DRF. 
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Figura 7.8. La prediabetes no afecta a las mitocondrias cuando se inhibe a la enzima 
CaMKII. 
A, a la izquierda se observa experimento típico de la medida de swelling mitocondrial mediante 
la determinación de la densidad óptica (D.O) previo y posterior a un agregado de Ca2+ (20, 
100 y 200 μM) en ratones S2814A, que poseen el sitio Ser2814 del RyR2 mutado a alanina, por 
lo cual no puede ser fosforilado por CaMKII. Tanto las mitocondrias de ratones tratados con 
DRF como con DC mostraron igual variación de la dispersión de la luz a los distintos 
agregados de Ca2+, como se grafica en las barras promedio. B, a la izquierda se observan 
experimentos representativos y a la derecha valores promedio de la capacidad de retención de 
Ca2+ en mitocondrias aisladas de corazones de ratones AC3I DC y DRF. No se observaron 
diferencias en la capacidad de retención de Ca2+ entre las mitocondrias de los corazones de 
ratones DRF respecto DC, indicando que la inhibición de CaMKII se previene la disminución 
en la capacidad de retención de Ca2+ inducida por la DRF. CRC: capacidad de retención de 
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Ca2+, DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa, ∆ D.O: diferencia de densidad óptica 
previo y posterior al agregado de Ca2+. *p < 0,05, n=3-6 por grupo. 
 
El análisis de las fotografías de MET demostró que las mitocondrias de corazones prediabéticos 
de animales AC3I DRF no presentaron un aumento en la cantidad de espacios o holes, 
correspondiente con el swelling mitocondrial, ni la disrupción de su estructura y de las crestas 
mitocondriales que se encontraron y describieron en los animales WT DRF (Figura 7.9). La 
ausencia de estas alteraciones en las mitocondrias de animales AC3I tratados con DRF sugiere 
un rol deletéreo de la enzima CaMKII y la vía activada en estos corazones prediabéticos. 
 
Figura 7.9. Los cambios en la disposición de las crestas mitocondriales y espacios en las 
mitocondrias generados por la prediabetes se previenen al inhibir CaMKII. 
Imágenes representativas de microscopia electrónica de transmisión (MET) de muestras de 
tejido cardíaco de ratones AC3I DC y DRF, en magnificación de 80000x. Los hallazgos que 
se observaron en ratones WT DRF de holes mitocondriales no fueron diferentes en corazones 
de ratones AC3I DRF respecto de AC3I DC. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. 
n = 3 corazones.  
 
Por otro lado, en los cardiomiocitos aislados de ratones WT DRF se observaron cambios en el 
metabolismo mitocondrial. Para ver como afectaba a estos parámetros la acción de CaMKII se 
midió el ΔѰ con el indicador JC-1 (ver sección 6.2.5. ) en cardiomiocitos aislados de ratones 
S2814A. Como se observa en la imagen representativa de la Figura 7.10, los cardiomiocitos 
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aislados de ratones S2814A DRF presentaron un aumento en la emisión de florescencia a λ = 
590 nm (rojo, el indicador emite en esta longitud de onda cuando el ΔѰ es cercano a -180mV), 
y disminución de la intensidad de fluorescencia a λ = 530 nm (verde, el indicador emite en esta 
longitud de onda cuando el ΔѰ se aleja de -180mV) respecto de los cardiomiocitos de ratones 
WT DRF, similar a los cardiomiocitos de ratones WT DC . A su vez, al calcular la relación de 
emisión a 590 nm y 530 nm, se encontró que esta es mayor en los cardiomiocitos de ratones 
S2814A DRF respecto de los cardiomiocitos de ratones WT DRF, obteniéndose valores 
similares al de cardiomiocitos WT DC. Todos estos resultados en conjunto indican que en los 
cardiomiocitos de ratones S2814A tratados con la DRF se previno el cambio en el ΔѰ como se 
aprecia en la Figura 7.10.b. Consecuentemente, los cambios observados en el ΔѰ en 
cardiomiocitos de ratones WT DRF se deben a la fosforilación en el sitio Ser2814 del RyR2. 
 
 
Figura 7.10. Al inhibir CaMKII se previenen los cambios de potencial de membrana 
mitocondrial. 
Fotografías representativas de cardiomiocitos aislados de ratones WT DC y DRF, y en S2814A 
DRF, cargados con el indicador de potencial de membrana mitocondrial (Δᴪ), JC-1. El 
indicador emite a λ = 530 nm (verde) y λ = 590 nm (rojo). La relación de intensidad de emisión 
de fluorescencia a 590 nm y 530 nm expresa que tan despolarizadas se encuentran las 
mitocondrias de los cardiomiocitos. En los resultados promedios, que se muestran en los 
gráficos de barra, se observa que la despolarización mitocondrial de ratones WT DRF es 
mayor que en los animales WT DC y S2814A DRF, ya que presentan una disminución en la 
relación 590/530 nm. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. *p < 0,05, 16-27 
cardiomiocitos de 3-5 animales por grupo. 
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Para evaluar la fisiología mitocondrial se determinó el consumo de O2, la producción de ATP, 
y H2O2 en mitocondrias aisladas de corazones de ratones AC3I DC y DRF (para conocer los 
protocolos utilizados ver: Aislamiento de mitocondrias, Determinación del consumo de 
oxígeno mitocondrial, Determinación de la producción de ATP, y Determinación de la 
producción de peróxido de hidrógeno). Como se observa en la Figura 7.11.a y b en 
mitocondrias aisladas de corazones de ratones AC3I tratados con DRF no se presentaron 
diferencias en ninguno de los parámetros metabólicos mitocondriales medidos respecto de las 
mitocondrias aisladas de corazones de ratones AC3I tratados con DC. 
 
Figura 7.11. Los corazones prediabéticos de animales AC3I no mostraron cambios en el 
metabolismo mitocondrial.  
Mitocondrias aisladas de corazones de ratones AC3I DC y DRF. A, promedio de la velocidad 
de consumo de O2 en estado 4 (sin ADP extra), en estado 3 (con la adición de ADP), y la 
relación de control respiratorio (CR). El CR fue calculado como la velocidad de consumo de 
O2 en estado 3/estado 4. B, promedio de las velocidades de producción de ATP y de H2O2, 
expresadas en % del grupo DC. No se observaron diferencias en ninguno de los parámetros 
medidos en las mitocondrias de corazones AC3I DRF respecto del grupo DC. CR: control 
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7.3.9.  La inhibición de CaMKII previene los cambios morfológicos mitocondriales y los 
procesos de fisión 
La prediabetes generó cambios a nivel morfológico en las mitocondrias de corazones de ratones 
WT, por lo que mediante MET se estudió también qué ocurría en las mitocondrias de corazones de 
ratones AC3I DC y DRF, donde la enzima CaMKII está genéticamente inhibida a nivel cardiaco. 
Ninguno de estos cambios fue observado en las mitocondrias aisladas de los corazones de animales 
AC3I DRF respecto de las mitocondrias aisladas de corazones de ratones AC3I DC (Figura 7.12). 
En conjunto estos resultados muestran una dependencia de los cambios morfológicos con la 
activación de CaMKII y, probablemente, de los cambios provocados por CaMKII sobre el Ca2+. 
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Figura 7.12. Las mitocondrias de corazones de animales AC3I prediabéticos no presentan 
modificaciones en la morfología y densidad mitocondrial. 
A, Micrografías de microscopía electrónica de transmisión (MET) de tejido cardiaco AC3I 
DC y DRF, donde los recuadros, negro para DC y rosa para DRF, muestran una ampliación 
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realizada en la zona del tejido para apreciar mejor la morfología mitocondrial. B, datos 
promedio ± SEM en los gráficos de barras, de parámetros de morfología mitocondrial (Índice 
de Redondez, Diámetro Feret, Área, y Diámetro) y densidad mitocondrial (número de 
mitocondrias/unidad de área). Los corazones de animales AC3I DRF presentaron parámetros 
morfológicos y de tamaño similares, además de no mostrar cambios en la densidad respecto 
de los animales AC3I DC. DC: dieta control, DRF: dieta rica en fructosa. * p < 0,05. Número 
de mitocondrias analizadas 147 – 287 de 3 corazones por cada tratamiento.  
 
También se analizaron las proteínas de fisión y fusión mencionadas previamente para evaluar 
si alguno de estos procesos se encontraba favorecido en los corazones de ratones AC3I DC y 
DRF, como fue el proceso de fisión en los ratones WT DRF. Como se observa en la Figura 
7.13, no se encontraron cambios en la expresión de Drp1 y Opa1 en los corazones DRF respecto 
de DC, lo que indica que ambos procesos se encuentran en equilibrio en estos animales.  
 
Figura 7.13. El aumento en la expresión de proteínas de fisión mitocondrial inducido por la 
prediabetes se previene en los ratones AC3I. 
Inmunoblots representativos de la expresión Drp1 y Opa1, proteínas de fisión y fusión, 
respectivamente, y valores promedio en los gráficos de barras. Los homogenatos de corazones 
de ratones AC3I DRF no mostraron diferencias en la expresión de Drp1 y Opa1 con respecto 
a homogenatos de corazón de ratones AC3I DC. DC: dieta control, DRF: dieta rica en 
fructosa. Promedio ± SEM, *p < 0,05, n = 6 corazones por grupo. 
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7.4.  Conclusión y discusión 
La enzima CaMKII fue estudiada debido a que se encuentra involucrada en diversas patologías 
cardiacas que tienen alteraciones en el manejo de Ca2+ (Greenstein et al., 2014; McCauley & 
Wehrens, 2011; Willeford et al., 2018; W.-Z. Zhu et al., 2003). Además, y específicamente, en 
el modelo usado en este trabajo, se encontró que la DRF inducia arritmias dependientes de la 
actividad de CaMKII (Sommese et al., 2016). 
De los resultados obtenidos se desprende que al inhibir la acción de CaMKII, tanto 
farmacológica como genéticamente, se previene la muerte celular y las pérdidas de Ca2+ desde 
el RS. Por otro lado, al utilizar Tempol en el agua de bebida, se previene el aumento de 
peroxidación lipídica y estrés oxidativo, lo que también previene la apoptosis. Para evaluar 
cual era el primer eslabón de la cascada apoptótica se realizaron experimentos utilizando la 
inhibición genética de CaMKII junto con el tratamiento de Tempol y se observó que al inhibir 
CaMKII si bien se produjo un aumento de estrés oxidativo, no hubo aumento de los núcleos 
apoptóticos. Esto indica que en primer lugar ocurre el aumento de estrés oxidativo que es el 
encargado de activar a CaMKII, y posteriormente se producen los eventos que conllevan a la 
apoptosis.  
Una vez que CaMKII se encuentra activa, puede autofosforilarse para mantener de forma 
autónoma su actividad, y este hecho también se observó en un modelo de ratas prediabéticas 
como demostró Sommese et. al (Sommese et al., 2016). Los resultados de unión de [3H]Ry 
demostraron que los RyR2 se encontraron hiperactivos, por fosforilación en el sitio Ser2814, ya 
que al inhibir a CaMKII, con KN-93 en las células HEK293 o utilizando los animales 
transgénicos AC3I, se previno el aumento en la activación del RyR2. 
Se ha demostrado que las pérdidas de Ca2+ desde el RS pueden producirse por un aumento en 
el contenido de Ca2+ en el RS, por un aumento en la actividad de los RyR2, o por ambos 
fenómenos (Bers, 2014). Como se discutió en el Capítulo 4, los cardiomiocitos de ratones 
prediabéticos no presentaron cambios en el contenido de Ca2+ del RS estimada a través del 
pulso de cafeína. Es decir que las pérdidas de Ca2+ del RS son debidas a la hiperactividad del 
RyR2, que a su vez depende de la acción de CaMKII. Esto se confirma al analizar el resultado 
de las SCaRE o pérdidas espontáneas de Ca2+ medidas en los ratones AC3I prediabéticos, en 
donde no se encontró aumentado el número de sparks, ondas o CE como si ocurrió en los 
ratones WT prediabéticos.  
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Las pérdidas de Ca2+ del RS pueden generar distintos eventos, entre los cuales se encuentran 
las arritmias y cambios en la actividad de distintos transportadores como el NCX (Hove-
Madsen Leif et al., 2004; Sipido, 2006), pero también se ha visto que este Ca2+ puede dirigirse 
a las mitocondrias (Andrienko et al., 2009; Yan et al., 2008). La mitocondria necesita del Ca2+ 
para mantener el funcionamiento del ciclo de TCA y cierto transporte (~1%) del Ca2+ sistólico 
es retomado por la organela, contribuyendo con la relajación y al retorno a niveles diastólicos 
de Ca2+. En nuestros resultados se observa que al inhibir las pérdidas de Ca2+, inhibiendo la 
acción de CaMKII en los ratones transgénicos, se evita el daño mitocondrial observado en los 
ratones WT prediabéticos. Esto a su vez se corresponde con la prevención en el acercamiento 
entre el RS y mitocondria que podría favorecer y colaborar con el tráfico de Ca2+ entre 
organelas.  
Debido a que los cambios metabólicos se ven asociados a cambios en la morfología 
mitocondrial en los ratones WT prediabéticos, se buscaron estos cambios en las mitocondrias 
de los ratones AC3I prediabéticos, no observándose diferencias respecto de los AC3I tratados 
con la DC. Es decir que al no sobrecargarse de Ca2+, las mitocondrias pueden mantener una 
morfología y metabolismo normal.  
Estos experimentos en conjunto demuestran que la enzima es uno de los principales factores 
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8.1.  Relevancia de la DM y prediabetes en Argentina 
La prevalencia de la DMT2 en la Argentina y el mundo entero ha ido incrementando con los 
años (American Diabetes Association, 2019; Saeedi et al., 2019). Según la OMS la prevalencia 
de DMT2 en 2016 en Argentina fue de10.2%, mientras que no se conoce la prevalencia de 
prediabetes debido a que no hay un diagnostico específico para esta condición (Organización 
Mundial de la Salud, 2016). La DMT2 es una enfermedad multiorgánica, muchas veces 
silenciosa por varios años, y es precedida por un estadio en donde se presenta GAA (glucemia 
en ayunas alterada) a o una TGA (tolerancia a la glucosa alterada o prediabetes), que puede ir 
acompañada o no por otros factores de riesgo cardiaco. A su vez, la prediabetes también puede 
establecerse de forma silenciosa, incluso en personas jóvenes. En estos estadios tempranos de 
diabetes, los pacientes pueden presentar alteraciones en el organismo, sin conocer de su 
condición. La falta de diagnóstico, seguimiento y comportamiento médico establecido en 
nuestro país agrava la situación y las posibilidades de desarrollo de DMT2.  
Por otro lado, el desarrollo de la DMT2 presenta un impacto socioeconómico en el país. Hay 
evidencias que demuestran que, los costos de atención de las personas con DM aumentan con 
el desarrollo de la enfermedad y la progresión de sus complicaciones crónicas. Las 
enfermedades cardiovasculares son la causa más importante de hospitalización en estos 
pacientes, siendo esta última el principal componente del alto costo. Además, la DM afecta en 
gran medida al sector etario productivo de la población, lo que también produce un impacto 
socioeconómico en nuestro país.  
En este contexto, es fundamental conocer los disturbios y alteraciones que la prediabetes 
produce en el organismo para poder abordar mejor un correcto tratamiento, ya sea con dieta y 
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ejercicio, o con abordajes farmacológicos de ser necesario, para evitar la progresión a DMT2, 
que coexiste con un estado de resistencia a la insulina, y un mayor riesgo de morbilidad 
cardiovascular y mortalidad.  
Aunque las alteraciones fisiopatológicas cardíacas están relativamente bien caracterizadas en 
la DM manifiesta, respecto a la CMD, la información en la prediabetes es limitada. La 
disfunción cardíaca en la CMD se ha atribuido a numerosas causas y diferentes vías de 
señalización, como por ejemplo; aumento del estrés oxidativo o activación de la muerte celular 
por apoptosis (Cai & Kang, 2003; Z. V. Varga et al., 2015), función mitocondrial alterada 
(Chong et al., 2017), autofagia (Z. V. Varga et al., 2015), y desbalance de la homeostasis del 
Ca2+ (Sorrentino et al., 2016). Aunque se ha observado que el estado prediabético induce una 
disfunción diastólica leve, las consecuencias cardíacas de la prediabetes y sus mecanismos 
moleculares no han sido completamente estudiados aún. En este trabajo se demostró que el 
estrés oxidativo que se produce en la DMT2 tiene su comienzo mucho antes de que el corazón 
presente una insuficiencia cardiaca irreversible, en estadios tempranos, donde aún puede 
corregirse.  
Por otro lado, los efectos de la CMD en cuanto a los sustratos metabólicos impactan 
directamente sobre la función mitocondrial. En nuestro modelo, encontramos alteraciones 
mitocondriales que todavía presentan características leves, mayormente dependientes de las 
alteraciones en el manejo del Ca2+, que pueden utilizarse como blanco terapéutico. 
Particularmente, los efectos producidos por la prediabetes en el corazón son inicialmente dados 
por un aumento en el estrés oxidativo que activa a CaMKII, y estos componentes podrían 
inhibirse para mejorar la función cardiaca como ocurre en los animales transgénicos. 
Finalmente, en conjunto se demostró en este trabajo que durante los estadios tempranos o 
previos a la DM se desarrollan ciertas alteraciones a nivel cardiovascular, por lo que sería muy 
útil realizar una prueba de screening o mapeo del estadio de prediabetes en personas 
asintomáticas, pero con alteraciones cardiacas, o pruebas de función cardiaca en los individuos 
diagnosticados con prediabetes, para considerar correctamente el riesgo de estos pacientes y 
mejorar el abordaje medico en ambas situaciones.  
 
8.2.  La dieta rica en fructosa como modelo de prediabetes 
El modelo de prediabetes que fue utilizado en el presente estudio, ya ha sido validado por 
trabajos previos en el laboratorio (Sommese et al., 2016) y por otros grupos de investigadores 
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(Felice et al., 2014; Francini et al., 2010). Si bien el período de tratamiento para lograr este 
modelo es extremadamente corto (21 días), los resultados presentados parecen ocurrir muy 
temprano en el desarrollo de la enfermedad. Estos hechos implican que las vías que se 
desencadenan en la CMD comienzan de forma insidiosa con el manejo alterado de la glucosa, 
enfatizando la emergencia en la necesidad de pruebas rutinarias de prediabetes en la población.  
Como se discutió en el Capítulo 2, existen diferentes modelos para el estudio de la DM; tanto 
dietéticos, como las dietas ricas en grasas (Fang et al., 2018; X.-X. Guo et al., 2018); 
farmacológicos como la STZ (Deshwal et al., 2018) para inducir DMT1; o transgénicos que 
reproducen una mutación de algún gen en particular que desarrolla DMT2, como el de la leptina 
(ob/ob, db/db) (Dubuc, 1976; Hummel et al., 1966; Ingalls et al., 1950b). Para elegir el modelo 
de estudio hay que tener muy presente los objetivos planteados para comprobar la hipótesis. 
Los modelos transgénicos tienen la ventaja de ser rápidos y contar con efectos marcados 
dependiendo de la mutación que se genere, pero cargan con la desventaja de ser más costosos, 
y se alejan de la fisiología que presentan los controles no transgénicos. En el caso de las dietas 
utilizadas, tienen la ventaja de ser menos costosas y con efectos cercanos a la fisiopatología 
humana, pero toman más tiempo y usualmente presentan mayor variabilidad. En nuestro caso, 
la investigación está basada en estudiar las alteraciones previas al desarrollo de DMT2, por lo 
que la destrucción de las células β del páncreas con STZ como modelo fue descartado, ya que 
es representativo de un modelo de DMT1, al igual que los transgénicos ob/ob y db/db, que 
desarrollan rápidamente la CMD que coexiste con otras comorbilidades que podrían influir en 
la interpretación de los resultados, como obesidad e hipertensión y la falta de leptina a nivel 
cardiaco. Los modelos más acordes fueron los que implicaban un cambio de dieta, y si bien el 
modelo de HFD es sumamente interesante, y podría ser muy útil para continuar los estudios 
realizados, en este modelo también se presenta la CMD con obesidad y otras comorbilidades, 
por lo que no se adecua a buscar específicamente las alteraciones producidas por la TGA. 
Los resultados en nuestro modelo de DRF se ajusta con el perfil de prediabetes, definido por 
un estado de TGA observado en el humano, y presentó alteraciones silenciosas, con activación 
de vías moleculares que afectan al corazón y su función, que deben ser detenidas a tiempo para 
evitar la progresión a una etapa más avanzada de la enfermedad. Por otro lado, es importante 
resaltar, que en este trabajo en particular se estudió el efecto del desorden glucémico de la 
prediabetes sobre el corazón. No obstante, sería sumamente interesante investigar si, así como 
el corazón es vulnerable tan tempranamente en el desarrollo de la enfermedad, otros tejidos 
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blanco de la DM como la retina, el riñón y la circulación periférica, presentan cambios silentes 
en este estadio. 
 
8.3.  Apoptosis en el corazón prediabético 
En este trabajo de tesis se demostró que se produce muerte celular en el corazón prediabético, 
por un aumento de la apoptosis celular. La apoptosis cardiaca es una de las alteraciones que se 
producen en la CMD principalmente debida al estrés generado en el corazón, que conllevará a 
falla cardiaca.  
La apoptosis en el corazón ha sido estudiada en modelos de DMT1 (con una dosis de STZ) 
(Shirpoor et al., 2009), en estadios tempranos de DMT1 (utilizando una baja dosis de STZ por 
corto tiempo) (Ghosh et al., 2005), y en pacientes diabéticos (Frustaci Andrea et al., 2000). En 
estos estudios se describen parte de las posibles cascadas apoptóticas que se encuentran 
asociadas a la mayor producción de ROS. Sin embargo, no hay estudios en el corazón que 
establezcan la cascada apoptótica en estadios previos al desarrollo de DM. Los experimentos 
llevados a cabo durante este trabajo de tesis demostraron la presencia de apoptosis en un 
modelo de prediabetes de ratones tratados con la DRF. La muerte celular por apoptosis se 
asoció con un aumento en la producción de ROS que activa CaMKII, con el subsiguiente daño 
mitocondrial y celular (Ilustración 8.1 pasos 1 y 2).  
La apoptosis de los cardiomiocitos precede al aumento de colágeno que se acumula en el 
miocardio en la CMD, es decir que la apoptosis forma parte del comienzo de la fibrosis que se 
observa en la patogénesis de la DM. Este hecho fue confirmado en este trabajo, ya que la 
presencia de apoptosis se observó sin fibrosis, indicando que, en el modelo de prediabetes, el 
miocardio se encuentra aun en un momento reversible de la enfermedad. 
Tradicionalmente se ha definido a la apoptosis como la muerte celular programada, y a la 
necrosis como la muerte celular no programada. Esto se debía a que la en la muerte por necrosis 
se produce la pérdida de la membrana plasmática y liberación del contenido celular al espacio 
extracelular generando una respuesta inflamatoria, mientras en la apoptosis con la formación 
de los cuerpos apoptóticos, la inflamación se evitaba (Nikoletopoulou et al., 2013). 
Posteriormente se describió un tipo de muerte celular “intermedio”, llamado necroptosis, 
definida como la muerte por necrosis programada, que es activada por receptores de muerte o 
por patrones de reconocimiento de patógenos (Nikoletopoulou et al., 2013). En corazones 
humanos de pacientes diabéticos se ha demostrado un aumento tanto en la apoptosis como en 
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la necrosis, siendo esta última asociada a procesos inflamatorios (Frustaci Andrea et al., 2000; 
Guerra Sabrina et al., 1999). En nuestro modelo de prediabetes, no se ha estudiado 
específicamente el componente inflamatorio en el miocardio y no se buscaron marcadores de 
muerte por necrosis, por lo que no puede ser descartada. Una de las futuras investigaciones de 
este trabajo pudría ser continuar con el estudio de las cascadas de necrosis e inflamación.  
La autofagia, se define como un proceso de reciclaje de componentes intracelulares, pero si se 
activa de forma excesiva también puede llevar a la muerte celular (C. He & Klionsky, 2009; 
Nikoletopoulou et al., 2013). Tanto la apoptosis como la autofagia se activan en respuesta al 
estrés metabólico, y se ha descripto que el conector entre ambas vías es la proteína Beclin-1. 
Bcl-2 puede unirse a Beclin-2 inhibiendo su acción en la cadena de autofagia y favoreciendo 
el desarrollo de apoptosis (Pattingre et al., 2005). Estudiar la autofagia escapa a los objetivos 
planteados en este trabajo, ya que el propósito fue describir y evaluar la producción de muerte 
por apoptosis. Sin embargo, debido a los cambios observados en las mitocondrias por la 
microscopia electrónica, y los procesos de fisión descriptos, sería interesante evaluar la 
proteína Beclin-1 y los demás pasos de la autofagia para evidenciar si ocurre en el corazón 
prediabético. 
 
8.4.  Manejo de calcio en el corazón prediabético, un mediador de muerte 
celular 
El manejo inadecuado del Ca2+ es responsable de varias enfermedades que tienen lugar a 
diferente nivel en los tejidos a lo largo del cuerpo. En el corazón es particularmente 
indispensable porque es necesario en cada latido para producir la contracción muscular.  
Al investigar el manejo de Ca2+ citosólico en el modelo de prediabetes, se encontraron 
alteraciones que indican una mayor recaptación de Ca2+, tanto en el transitorio generado por el 
estímulo eléctrico como en la liberación de Ca2+ total estimulado por un pulso de cafeína. Esto 
demuestra una mayor actividad de SERCA2a. Este aumento de la actividad de la SERCA2a es 
contradictorio con la disfunción diastólica descripta en estadios tempranos de la CMD. Sin 
embargo, la disfunción diastólica de la CMD se ha visto asociada a disminución de la expresión 
de la SERCA2a y a un aumento de la fosforilación de PLN (H. W. Kim et al., 2001). En un 
trabajo previo del laboratorio (Sommese et al., 2016), en el modelo de prediabetes se estudiaron 
estas proteínas y no se encontraron cambios en la expresión de ninguna de ellas, aunque no se 
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evaluó la fosforilación de PLN. Este aumento en la actividad de la SERCA2a, sin alteración en 
su expresión, pueden ser previos a la disfunción diastólica descripta para la CMD. Estudios en 
el tiempo son necesarios para confirmar esta especulación. 
Como se demostró en los resultados, los cardiomiocitos presentaron un mayor acortamiento 
celular, que puede deberse a cambios en la sensibilidad al Ca2+. El aumento en la retoma de 
Ca2+, sumado al aumento en el FR (fracción de liberación de Ca2+ respecto al contenido total 
del RS), aumenta el ciclado de Ca2+, pudiendo influenciar a las proteínas contráctiles. Cabe 
recordar, que la mediante ecocardiografía el corazón se vio hipertrofiado y con función 
disminuida, por lo que uno esperaría encontrarse con una disminución en el acortamiento 
celular. Sin embargo, esto no fue así, lo que se correlaciona con la posibilidad de que la perdida 
de función cardiaca entero se deba a la pérdida de cardiomiocitos por apoptosis. 
 
Cuando se incrementa la retoma de Ca2+ hacia el RS, es esperable que aumente el contenido 
del RS, sin embargo, esto no sucedió. Un aumento en la retoma sin cambios en el contenido 
introduce la posibilidad de que se produzcan pérdidas de Ca2+ del RS. Efectivamente se observó 
que los RyR2 se encontraban hiperactivos, perdiendo Ca2+ como sparks y ondas, en un proceso 
dependiente de CaMKII (ver Ilustración 8.1 pasos 3 y 4). Debido a que las pérdidas de Ca2+ 
se han relacionado con el desarrollo de arritmias, se buscó el mecanismo por el cual pudieran 
estar colaborando con la producción de apoptosis cardiaca. Como en la apoptosis se encuentra 
involucrada la mitocondria, investigamos la relación entre el RS y la mitocondria, la función 
mitocondrial y el desarrollo en la apoptosis, como se discutirá en breve.  
Por otro lado, el Ca2+ puede activar diversas enzimas en los cardiomiocitos; entre las más 
importantes se encuentran CaMKII, PKA y Calcineurina. Estas enzimas tienen varios blancos 
proteicos en el corazón que pueden activar diferentes cascadas de señalización generando 
efectos deletéreos. CaMKII ya ha sido relacionada con el aumento de la muerte celular en un 
modelo de isquemia y reperfusión (Di Carlo et al., 2014). En este trabajo se demostró que se 
encuentra activa por un aumento en los ROS, formando ambos, parte de la cascada de 
señalización apoptótica, ya que cuando se utilizaron estrategias para inhibir a la enzima (como 
los ratones transgénicos) o inhibir el aumento de ROS (con Tempol), la apoptosis se previno. 
PKA ha sido relacionada con eventos deletéreos en el corazón como en falla cardiaca (X. H. 
T. Wehrens et al., 2006), o en presencia de cardiomiopatía dilatada (Antos et al., 2001), entre 
otras. Si bien no se ha estudiado en detalle en este trabajo la activación de esta enzima y sus 
posibles efectos, no se encontró un aumento en la fosforilación del RyR2 en el sitio blanco de 
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PKA, por lo que no pudimos relacionar su rol con los fenómenos producidos en los 
cardiomiocitos prediabéticos. Calcineurina es una proteína que, como CaMKII y PKA, puede 
fosforilar variadas proteínas en el corazón al ser activada por Ca2+, entre las que se encuentra 
Drp1. Cuando Drp1 es fosforilada por Calcineurina puede translocarse a la mitocondria 
produciendo fisión mitocondrial (Ciocci Pardo et al., 2019). En este trabajo no se llegó a 
estudiar la fosforilación de Drp1 y la actividad de Calcineurina, sin embargo, sería interesante 
evaluar, si este es el motivo del aumento en la fisión mitocondrial encontrada.  
Estos resultados dejan en claro que el Ca2+ y la actividad del RyR2 se ven alteradas en el 
corazón prediabético, favoreciendo el mal funcionamiento de otras organelas fundamentales 
como las mitocondrias, siendo esto el primer paso hacia la muerte celular. 
 
8.5.  Relación RS-mitocondrias y el rol mitocondrial en la patogénesis del 
corazón prediabético  
Como se describió en el Capítulo 6, el Ca2+ liberado espontáneamente desde el RS parece 
dirigirse hacia las mitocondrias, afectando el funcionamiento mitocondrial. En estudios 
realizados para evaluar la comunicación entre estas organelas se encontró que es necesaria para 
el funcionamiento fisiológico de las mismas y protege ante la patogénesis producida en ciertas 
enfermedades, por ejemplo, por evitar la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial (Paillard et al., 2013; 
Seidlmayer et al., 2019). Sin embargo, se ha descripto que en la DM se produce un aumento en 
la distancia entre RS-mitocondria, lo cual es tomado como un evento desfavorable para las 
mitocondrias que necesitan Ca2+ para su normal funcionamiento (Dia et al., 2020). Es posible 
que, en el comienzo de la enfermedad, como en la prediabetes, ocurra un acercamiento entre 
organelas, que permita una mayor comunicación, y que esto genere efectos nocivos para las 
mitocondrias, que eventualmente promueve una separación posterior durante estadios tardíos 
de la enfermedad.  
La comunicación RS-mitocondria está mediada por diferentes proteínas como Mfn1 y 2, 
Grp75, VDAC, entre otras, que se han descripto localizadas en los microdominios o MAMs, 
formando complejos proteicos que relacionan ambas organelas (Csordás et al., 2018; de Brito 
& Scorrano, 2008). El acoplamiento entre proteínas como RyR2 y VDAC son de vital 
importancia para el transporte de Ca2+ desde el RS a la mitocondria (Min et al., 2012). En estos 
microdominios puede acumularse Ca2+, favoreciendo la entrada del Ca2+ a la matriz 
mitocondrial por la apertura de canales como el complejo MCU (Csordás et al., 2006). Estudios 
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realizados en donde utilizaron ratones knock out para el gen de Mfn2 (Mfn2KO), demostraron 
que, en ausencia de esta proteína, hay una separación del RE de la mitocondria con una menor 
velocidad de captación de Ca2+ (de Brito & Scorrano, 2008; Naon et al., 2016). Sumado a esto 
se demostró que cuando la unión física mediante Mfn2 se rompe al utilizar los ratones 
Mfn2KO, el metabolismo mitocondrial y la producción ATP se ven comprometidos 
(Seidlmayer et al., 2015). También se ha observado que la hiperglicemia favorece la formación 
de MAMs en la CMD (S. Wu et al., 2019). En el modelo de prediabetes, estas proteínas se 
encontraron sobre expresadas (Ilustración 8.1 paso 5), sin embargo, para adjudicarles la 
causalidad de la menor distancia RS-mitocondrias es necesario hacer un estudio más preciso, 
evaluando su ubicación en las MAMs. Esto resulta una limitación del trabajo ya que no 
realizamos ensayos de proximidad, co-inmunoprecipitación o algún experimento que 
demostrara en anclaje entre ambas organelas mediante estas proteínas. Además, si bien este 
fenómeno observado es en parte debido a la hiperactivación de CaMKII, ya que en los 
transgénicos AC3I, donde CaMKII está inhibida, se previene el acercamiento entre RS-
mitocondrias, no estudiamos en detalle la vía de translocación de estas proteínas que produce 
la disminución de distancia. 
El rol no canónico de Mfn2 en las MAMs ha sido muy estudiado (de Brito & Scorrano, 2008; 
Seidlmayer et al., 2019), pero esta proteína tiene un rol canónico necesario para el desarrollo, 
que es el de participar en la fusión mitocondrial, junto con Opa1 (Chen et al., 2003). En nuestro 
trabajo encontramos un aumento en la expresión de Mfn2, y podría pensarse que Mfn2 está 
sobre expresada realizando su rol canónico como proteína de fusión. Sin embargo, debido a 
que Opa1 (indispensable para los procesos de fusión mitocondrial) no se encontró sobre 
expresada en los corazones prediabéticos, concluimos que en este modelo la Mfn2 se encuentra 
favoreciendo la comunicación entre organelas, predominando su rol no canónico. Por otro lado, 
Drp1 se encontró sobre expresada, y si bien en este trabajo no medimos otras proteínas 
relacionadas con la fisión mitocondrial (como son Fis-1, MiD49, MiD50, etc), este aumento se 
encuentra respaldado por las alteraciones estructurales de las mitocondrias analizadas en las 
fotografías de MET y funcionales observadas en los estudios de swelling, CRC y del 
metabolismo mitocondrial. 
El cambio en la comunicación de las organelas facilita la entrada de Ca2+ a la mitocondrial y la 
sobrecarga mitocondrial (Ilustración 8.1 paso 6). Como mencionamos anteriormente, el 
manejo inadecuado del Ca2+ es responsable de varias enfermedades cardiacas. En estados 
fisiológicos, no sólo es responsable de la contracción cardiaca debido a su función al unirse a 
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la troponina y producir la liberación de la tropomiosina, sino que también es importante para 
la producción de energía como cofactor de varias deshidrogenasas del ciclo de TCA. Es así, 
que el manejo del Ca2+ es precisamente regulado, y sus alteraciones, aun confinadas a 
microdominios subcelulares que se forman entre la mitocondria y el RS, pueden gatillar un 
remodelamiento cardiaco el cual puede conducir a la evolución hacia la insuficiencia cardiaca. 
Por otro lado, el aumento de Ca2+ dentro de la mitocondria puede favorecer el aumento en la 
producción de ROS y la apertura del mPTP, que posteriormente, con la liberación de distintos 
solutos, puede desencadenar swelling mitocondrial y muerte celular (Baumgartner et al., 2009; 
Brookes et al., 2004). Los resultados de este trabajo muestran como la captación y retención 
de Ca2+ por la mitocondria se ve afectada en el corazón prediabético debido una posible 
sobrecarga de Ca2+ mitocondrial. La medida específica del Ca2+ mitocondrial es un desafío 
actualmente para muchos investigadores, ya que se han desarrollado diversas tecnologías, pero 
al utilizarlas deben tenerse ciertas consideraciones que muchas veces imposibilitan el 
desarrollo del experimento de la forma esperada. Algunas medidas involucran compuestos 
fluoróforos genéticos dirigidos específicamente a la mitocondria (CEPIAmt, Mitocam, 
Pericam) (Lu Xiyuan et al., 2013; Suarez et al., 2018; Wüst et al., 2017), y otros fluoroforos 
químicos como el Rhod-2-AM, que se compartimentaliza mayormente dentro de la 
mitocondria por sus cargas negativas (Chen Yun et al., 2012). Al utilizar este último indicador 
normalmente se aplica alguna estrategia para extraer el Rhod-2 remanente en el citosol, 
permeabilizando las células (Fernandez-Sanz et al., 2014), dializándolas (Maack Christoph et 
al., 2006) o agregando un quelante de Ca2+ como MnCl2 (Abdallah et al., 2011). En nuestro 
modelo, si bien pudimos hacer aproximaciones mediante el uso de Rhod-2-AM, no obtuvimos 
datos confiables en cardiomiocitos aislados de ratón, ya que la señal obtenida resultó similar al 
Ca2+ citosólico. La diálisis o quelación del Ca2+ citosólico no nos pareció una buena estrategia 
ya que podíamos alterar el Ca2+ del microdominio RS-mitocondria, generando una situación 
que no es la que proponemos que se produce en el cardiomiocito intacto. Por otro lado, tuvimos 
la oportunidad de comenzar las medidas con CEPIAmt, sin embargo, los experimentos no 
pudieron finalizarse. Es así como, la medida de Ca2+ mitocondrial es una de las limitaciones de 
este trabajo, y uno de los objetivos futuros para continuar estudiando el modelo de prediabetes.  
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8.6.  Alteraciones mitocondriales en el corazón prediabético 
Los presentes resultados revelan que la prediabetes altera tanto la función como la morfología 
mitocondrial. Las mitocondrias de corazones de ratones prediabéticos presentaron un aumento 
en la fisión mitocondrial, por aumento en la expresión de Drp1, respecto de la fusión 
mitocondrial. De hecho, la disminución significativa en el tamaño, el aumento en la redondez 
y densidad de las mitocondrias observados en los corazones de ratones prediabéticos apoyan 
esta afirmación. Los resultados son consistentes con evidencia in vitro que sugiere que la 
hiperglucemia induce la fragmentación mitocondrial y la acumulación de ROS mitocondrial en 
las células H9c2, un proceso que se sugirió dependiente de Drp1 y que conduciría a la muerte 
celular por apoptosis (Yu et al., 2006). La fisión de las mitocondrias se encuentra estrechamente 
relacionada con una actividad alterada de ETC y F1-F0-ATP sintasa. Se ha demostrado que la 
dinámica de las mitocondrias es relevante para diferentes procesos fisiológicos y patológicos, 
como la insuficiencia cardiaca, y la DMT2. De hecho, las mitocondrias son la fuente principal 
de ATP pero también de producción de ROS, que a su vez pueden desencadenar estrés 
oxidativo, determinando así el destino de la célula (Pellegrini & Scorrano, 2007). La velocidad 
de consumo de O2 y electrones por la ETC son dependiente de Ca2+, que a su vez activa el ciclo 
de TCA (Denton, 2009), para generar NADH y activar la producción de ATP (Griffiths & 
Rutter, 2009), y la producción de ROS (Nickel et al., 2014). El mayor consumo de O2 y la 
disminución del CR en ratones prediabéticos indican que la ETC está demandado y acelerando 
su consumo de NADH. Este proceso puede tener al menos dos posibles consecuencias: 1) 
mayor consumo de O2 y extrusión de H+ con un aumento en la velocidad de producción de 
ATP, si la ETC está acoplada o, 2) mayor consumo de O2 y extrusión de H+ sin producción de 
ATP asociada y aumento de O2.- y generación de H2O2, si la ETC no está acoplada (Kohlhaas 
et al., 2017; Nickel et al., 2014). Nuestros resultados sugieren que el segundo es el caso de los 
corazones prediabéticos: el aumento de la pérdida de Ca2+ por el RS y la mayor proximidad 
RS-mitocondria, son responsables de la disminución de la CRC y swelling mitocondrial 
observados, junto con disipación del ∆ᴪ, que a su vez desencadenan el aumento de producción 
de H2O2 descripto, generando un desequilibrio entre la producción y eliminación de ROS 
(Ilustración 8.1 paso 7 y 8). En este sentido, sería necesario poder medir los sistemas 
antioxidantes para evaluar si efectivamente con el aumento de la producción de H2O2 genera 
un estrés oxidativo en los cardiomiocitos de ratones prediabéticos. No hay que perder de vista 
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que los experimentos de peroxidación lipídica muestran que es muy posible que haya un 
aumento de estrés oxidativo y desbalance entre las especies oxidantes y reductoras.  
Tanto el Ca2+ mitocondrial como los ROS son fuertes estimulantes del mPTP, que es partícipe 
de la vía intrínseca de la apoptosis (Kathleen W. Kinnally et al., 2011; Seidlmayer et al., 2015). 
Por lo que estos cambios en el metabolismo mitocondrial pueden favorecer la apoptosis 
observada en los corazones prediabéticos (Ilustración 8.1 paso 9). Con los resultados de 
swelling y CRC se puede especular que el mPTP se encuentra más sensible, formando parte 
del primer paso hacia la apoptosis celular.  
 
8.7.  Efectos deletéreos de CaMKII en la prediabetes 
Como se mencionó en el Capítulo 7 el aumento de la producción de ROS activaría a CaMKII 
siendo el principio de la vía apoptótica en el corazón prediabético. CaMKII es una enzima 
importante en la regulación del funcionamiento del ECC, que puede fosforilar una gran 
variedad de proteínas, entre ellas PLN, RyR2 y varias proteínas mitocondriales (Mattiazzi et 
al., 2015). CaMKII es una enzima central de varios estímulos apoptóticos que activaba las vías 
de muerte celular en el músculo cardíaco (W. Zhu et al., 2007). En la CMD, varias alteraciones 
cardíacas han sido atribuidas a la activación de CaMKII (M. Luo et al., 2013). Luo et al. 
describió que la ox-CaMKII aumentó significativamente en los tejidos marcapaso de pacientes 
diabéticos en comparación con pacientes no diabéticos después de un infarto de miocardio, y 
esto a su vez, empeoraba la condición de los pacientes diabéticos (M. Luo et al., 2013). En 
trabajos previos del grupo de investigación se observaron alteraciones en el manejo de Ca2+ 
que desencadenaron arritmias dependientes de CaMKII en ratas prediabéticas (Sommese et al., 
2016), lo que nos llevó a evaluar la actividad de esta enzima en los ratones prediabéticos y la 
apoptosis.   
En este trabajo se demostró que CaMKII se encuentra fosforilando al RyR2, quién aumenta su 
actividad, y produce liberaciones espontáneas de Ca2+, generando un aumento en el ciclado de 
Ca2+ y efectos deletéreos en las mitocondrias y el corazón (Ilustración 8.1). Según los 
resultados en los ratones AC3I y S2814A prediabéticos, CaMKII también participa en la 
conexión de la pérdida de Ca2+ por el RS, la sobrecarga de Ca2+ de las mitocondrias y el mal 
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Ilustración 8.1. Esquema de eventos producidos en el corazón prediabético.  
1, el aumento de ROS activa a la enzima CaMKII. 2, CaMKII se puede autofosforilar y activarse independientemente de los niveles de Ca2+. 3, 
CaMKII fosforila al RyR2 aumentando su actividad. 4, la hiperactividad del RyR2 genera pérdidas espontáneas de Ca2+. 5, se produce un aumento 
del Ca2+ en los microdominios cercanos a las mitocondrias. 6, la distancia más estrecha entre RS-mitocondria debido a Mfn2, VDAC y Grp75 
favorece la entrada de Ca2+ a la mitocondria. 7, el Ca2+ ingresa a la mitocondria sobrecargándola. 8, se produce un aumento en la producción 
de ROS en la ETC, sin cambios en la producción de ATP, y un potencial de membrana mitocondrial alterado, con cambios en la morfología 
mitocondrial (no se ve en la imagen). 9, se genera la apertura del mPTP en la mitocondria, desencadenando la muerte por apoptosis.  
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Relevancia clínica y limitaciones 
La DMT2 es una patología insidiosa de afección multiorgánica, en donde el tratamiento está 
dirigido a disminuir la glucemia y tratar específicamente los problemas de órgano blanco que 
van surgiendo en cada paciente. La prevención del desarrollo de la DMT2 y sus complicaciones 
es uno de los puntos en donde hacer foco, ya que si se previene el desarrollo de la DMT2 
manifiesta, se prevendrá el deterioro de los órganos más afectados. El comienzo insidioso de 
la DMT2 incluye una fase subclínica prolongada, la prediabetes. Reconocer esta etapa, 
diagnosticarla y buscar un posible tratamiento, es uno de los retos importantes para la 
prevención. En este modelo animal de prediabetes, mostramos eventos nocivos para los 
cardiomiocitos que llevan a la muerte celular, un paso previo a la fibrosis y necrosis que se ha 
observado en pacientes diabéticos (Frustaci Andrea et al., 2000). Los hallazgos de que CaMKII 
está hiperactiva en pacientes diabéticos y el conocimiento de aumento en la muerte celular en 
los corazones de estos pacientes (Frustaci Andrea et al., 2000; M. Luo et al., 2013) abogan por 
la relevancia clínica de nuestro trabajo.  
Una posible limitación de nuestro modelo es que el consumo de calorías en la DRF es mayor 
en comparación con el consumo de los ratones tratados con DC. Este aumento en la ingesta 
puede estar afectando el tejido adiposo, influyendo en el estrés oxidativo e inflamatorio en el 
organismo en general (Francini et al., 2010), y esto estar a su vez afectando el desempeño de 
corazón. Si este aumento de la ingesta calórica, el aumento en el tejido adiposo blanco y las 
consecuencias generadas, tienen un papel modulador sobre la cascada apoptótica encontrada 
en el corazón prediabético, no puede determinarse a partir de los resultados actuales y merece 
una mayor investigación. Por otro lado, el estudio presenta las limitaciones de cualquier modelo 
animal para imitar la prediabetes en los seres humanos y por lo tanto la extrapolación de 
nuestros resultados a la práctica clínica debe ser muy cautelosa ya que no deja de ser un modelo 
animal. Tal es así que son necesarios estudios experimentales y de traslación a pacientes para 
evaluar la posibilidad de que las pérdidas de Ca2+ del RS dependientes de CaMKII, junto con 
un mal funcionamiento mitocondrial y apertura del mPTP también puedan constituir un 




 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 





APÉNDICE I: Materiales y Métodos 
Generales  
 
Aislamiento de cardiomiocitos 
Los animales fueron sacrificados por dislocación cervical, seguida de toracotomía. Una vez 
que se visualizó el corazón, se insertó una cánula en la arteria aorta y se extrajo el corazón para 
realizar una perfusión retrograda. Para tal fin, la cánula fue conectada a un aparato de 
Langendorff (Figura 0.1) y se realizó la perfusión con una solución buffer HEPES 
(composición: 146.2 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 10 mM HEPES, 0.35 mM NaH2PO4, 1.05 mM 
MgSO4, 11mM Glucosa, pH = 7.4) junto con el agregado de 1 mM CaCl2, a 37 ºC manteniendo 
un flujo constante de 12 – 14 ml/min y en presencia de un burbujeo constante con 100 % O2. 
Una vez corroborado que el corazón latía correctamente y se limpió la sangre de las arterias 
coronarias se comenzó a perfundir con la misma solución buffer HEPES con el agregado de 10 
mM EGTA por 3 - 4 minutos. Posteriormente, se continuó con la perfusión con una solución 
de HEPES más el agregado de colagenasa tipo II (75 U/ml), 1 % de BSA y 50 μM CaCl2 por 
14 - 15 minutos o hasta que los corazones se presentaron flácidos. Transcurrido este tiempo, se 
retiró el corazón del aparato de Langendorff y se separaron las aurículas. El tejido ventricular 
fue desgarrado con pinzas en buffer HEPES con enzima, y el tejido disgregado fue lavado 
varias veces con soluciones de buffer HEPES a las que se les agregó 1% BSA y distintas 
concentraciones crecientes de CaCl2 (0.1 mM a 1mM). Las células finalmente aisladas se 
resuspendieron en buffer HEPES 2 mM para su posterior uso (Figura 0.2). 
Tesis Doctoral 
 LIC. MARILÉN FEDERICO 
 
P á g i n a  185 | 217 
 
 
Figura 0.1. Equipo de perfusión 
Langendorff.  
En la fotografía se muestra el equipo de 
Langendorff utilizado en el laboratorio 
para perfusión retrógrada. En la imagen 
se muestra un corazón de ratón 







Figura 0.2. Microscopia óptica de campo 
claro de cardiomiocitos aislados. 
En la figura se muestra una foto del 
rendimiento de un aislamiento de 
cardiomiocitos de ratón. 
 
Western blot 
Preparación de homogenato.  
Para los ensayos de western blot, los corazones extraídos de los animales fueron pesados, 
congelados en nitrógeno líquido, y reservados a -80ºC hasta el momento de preparar la muestra. 
Para obtener el homogenato, el corazón fue embebido en un volumen de buffer de lisis (20 mM 
glicerolfosfato de sodio, 20 mM NaF, 1 mM EGTA, 2 mM EDTA, 0,2 mM Na2VO4, 2 mM 
ditiotreitol, 10 mM benzamida, 1 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 1 µmM pepstatina, 1 
%v/v Igepal, 0,01 %v/v de Triton y 0,048 mg/ml leupeptina) equivalente a 4 veces el peso de 
corazón, y se realizaron 3 ciclos de 30 segundos de homogenización y 30 segundos de pausa 
con el homogeneizador Bio-gen Pro200 (Bio-Gen Handheld homogeneizer). Todo el proceso 
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se realizó sobre hielo. Los homogenatos obtenidos se dejaron 15 minutos sobre hielo y luego 
se realizó una centrifugación a 1000g por 10 minutos para eliminar los restos celulares. La 
concentración de proteínas se determinó por el método colorimétrico de Bradford descripto en 
la sección Método de Bradford.  
Preparación de las muestras. 
Para preparar las muestras se tomó el volumen necesario para obtener 100 µg de proteínas y se 
le agregó el buffer de muestra (NuPAGE LDS Sample Buffer (4X), Thermo Scientific) y 0,1 
mM DTT (Ditiotreitol). El buffer de muestra se utiliza normalmente para preparar muestras 
para electroforesis con geles Bis-Tris y Tris-Glicina, contiene dodecilsulfato de litio (LDS) 
como agente reductor y desnaturalizante a pH = 8.4, aportándole carga negativa para que 
durante la corrida electroforética las proteínas se muevan sólo por tamaño. Además, posee 
Coomassie G250 y Rojo fenol para seguir el frente de corrida y se le agrega DTT como agente 
reductor de los enlaces disulfuros.  
Electroforesis.  
De 60 - 90 μg de proteína total en la muestra fueron separados en geles de poliacrilamida al 10 
% o 6% con SDS (dodecilsulfato de sodio), posteriormente se transfirieron las proteínas a 
membranas de difluoruro polivinilideno (PVDF). Dichas membranas se bloquearon con una 
solución de Leche 5 % p/v por 1 hora en agitación y luego incubaron durante una noche con 
los distintos anticuerpos primarios utilizados, enumerados en la Tabla 0.1. Pasada la 
incubación con el anticuerpo primario, las membranas se lavaron 3 veces con buffer TBS-T 
(0,5 M Tris Buffer, 1,5M NaCl, 0,1% v/v Tween 20) y se incubaron por 40 - 60 min con 
anticuerpo secundario unidos a HRP, HRP-Anti-mouse o HRP-Anti-rabbit según fue necesario. 
La detección de la señal se visualizó mediante un kit de detección de quimioluminiscencia a 
base de HRP (Millipore, Billerica, MA, USA), utilizando un sistema de imagen ChemiDoc 
(BioRad). La intensidad de señal de las bandas en las inmunotransferencias se cuantificó por 
densitometría, utilizando el software Image J. 
 Anticuerpo 1º 
Anti- 
 Dilución  Marca/Empresa 
 Bax  1:2000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Bcl-2  1:2000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 RyR  1:5000  ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
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 pS2808-RyR  1:5000  Badrilla, Leeds, UK 
 pS2814-RyR  1:5000  Badrilla, Leeds, UK 
 COX1  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Mfn2  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Grp75  1:500  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 VDAC  1:1000  SIGMA-Aldrich 
 Drp1  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Opa1  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Anticuerpos utilizados como control de carga 
 GAPDH  1:1000  Millipore, Billerica, MA, USA 
 Na+/K+ ATPasa  1:1000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Anticuerpo 2º  Dilución  Marca/Empresa 
 Goat anti-mouse  1:1000  ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
 Goat anti-rabbit  1:2000  ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA 
 Goat anti-mouse  1:15000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
 Goat anti-rabbit  1:15000  Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz CA, USA 
Tabla 0.1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados. 
 
Determinación de proteínas 
Método de Lowry 
El método colorimétrico de Lowry se basa en que ciertos aminoácidos como tirosina, triptófano 
y cisteína reaccionan con el reactivo de Folin (ácido fosfotungsténico y ácido molíbdico, color 
amarillo) en un medio alcalino para dar un complejo incoloro. Este se puede reducir con fenol 
para dar un complejo de coloración azul detectable por espectrofotometría entre 600 y 900 nm. 
La detección se realizó en un lector de placas espectrofotómetro (Varioskan® LUX, Thermo 
Scientific, MA, USA) a 630nm. Para calcular la concentración de proteínas se realizó una curva 
de calibración utilizando BSA como estándar. 
Método de Bradford 
El método colorimétrico de Bradford (Reactivo de Bradford, BIORAD) se basa en el cambio 
de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 de marrón (absorción máxima a λ = 465 
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nm) a azul (absorción máxima a λ  =610 nm) en respuesta a la reacción con ciertos aminoácidos 
como arginina, lisina e histidina (Bio-Rad Protein Assay | Investigación Científica | Bio-Rad, 
n.d.). La absorción se registró en un espectrofotómetro a λ = 595 nm, donde se detecta la 
diferencia máxima entre ambas formas. Para calcular la concentración de proteínas se realizó 
una curva de calibración utilizando BSA como estándar.  
Estadística 
El análisis estadístico fue realizado con el programa GraphPad Prism 8.0.1 (Prism - 
GraphPad, n.d.). Para evaluar si las poblaciones se comportaban como poblaciones normales 
se examinaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk. En caso donde el resultado de la prueba 
Shapiro-Wilk arrojó una p > 0.05 la población se consideró normal y posteriormente se utilizó 
un test de Student para comparar entre los experimentos realizados en animales tratados con la 
DC y DRF. Cuando la prueba de Shapiro-Wilk arrojó una p < 0,05, los resultados fueron 
analizados con la prueba de Mann Whitney para poblaciones no normales. En el caso de 
comparar más de una población se realizó ANOVA de una vía comparando las muestras 
respecto de su respectivo control.  
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